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ANOTACIJA

GaiSo $tinu nieru karcinoma miisdienas ir viens no visbiezak diagnostic€tajiem audzgju
veidiem, un, lai gan mirstiba no tas samazinas, paslaik terapija lietoto medikamentu efektivitate
ir zema. Viens no iemesliem Kkimijterapijas neefektivitatei un ccRCC invazivitatei ir
paaugstinata oglskabes anhidrazes IX ekspresija. Saja pétijuma, izmantojot pliismas
citometriju, tika analiz€ta CA IX ekspresija gaiSo Stinu nieru karcinomas $iinu linijas un
primarajas no pacienta izdalitajas ccRCC S§iinas. Petijuma tika apstiprinats zinatniskaja
literatiira aprakstitais, ka ccRCC $tinu Iinija (RCC-MF) attieciba pret nieru proksimalo kanalinu
Sunu Imniju (RC-124) ir noverojama paaugstinata CA IX ekspresija Sinu membranas, tacu,
analiz€jot primaras ccRCC Siinas, CA IX ekspresijas izmainas netika noverotas, noradot uz
atSkirigo CA IX ekspresijas profilu no pacienta iegilitajas primarajas Stnas, kas precizak

reprezente audzeja heterogenitati.

Atslegvardi: oglskabes anhidraze IX, gaiSo Stinu nieru karcinoma, pliismas citometrija



ANNOTATION

Clear cell renal carcinoma nowadays is one of the most commonly diagnosed tumor types,
and although mortality is decreasing, the effectiveness of currently used medications is low.
One reason for the ineffectiveness of chemotherapy and ccRCC invasiveness is increased
expression of carbonic anhydrase IX. In this study CA IX expression in clear cell renal
carcinoma cell lines and primary ccRCC cells isolated from patient were analyzed using flow
cytometry. The study confirmed statements in scientific literature, that ccRCC cell line (RCC-
MF) relative to proximal tubular cell line (RC-124) in cell membranes has elevated CA IX
expression, but analyzing the primary ccRCC cells, changes in expression of CA IX were
observed, indicating diverse CA IX expression profile in primary cells acquired from patient,

which more accurately represents tumor heterogeneity.

Keywords: carbonic anhydrase IX, clear cell carcinoma, flow cytometry
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APZIMEJUMU SARAKSTS

4E-BP1/elFAE — 4E-BP1/eikariotu translacijas iniciacijas faktors 4E;
Akt — proteinkinaze B;

APC — allofikociantns;

ATM - ataxia-telangiectasia mutéta proteinkinaze

AXL — AXL receptoru tirozinkinaze;

BAF180 — PBRMI1 kodgtais proteins;

BAP1 — ubikvitina karboksil-terminala hidrolazes géns;
BPDE — benzo-a-piréna-diola epoksids;

CA — oglskabes anhidraze;

cCcRCC — gaiSo Stnu nieru karcinoma,;

CDK — ciklina atkariga kinaze;

c-KIT — cilmes $iinu augSanas faktora receptori;

CTLA4 — citotoksisko T limfocTttu saistita olbaltumviela 4;
DUB - kodola deubikvitinaze;

E2F1 — E2F transkripcijas faktors 1;

EGF — epidermalais augSanas faktors;

Fab — cilvéka antivielas fragments;

FBS — liellopa fetalais serums;

FGFR — fibroblastu augsanas faktoru receptori;

FKBP12 — citoplazmas proteina FK506 saistoSais proteins-12;
Flt-3 — FMS lidziga tirozinkinaze-3;

GAP — GTF-azi aktivgjosais proteins;



GLUT-1 — glikozes transportproteins-1;

GST — glutationa S-transferaze;

H2AK119ubl — histonu modificétajs (histona-2 A monoubitokiné$ana lizina-119);
H3K36me3 — histonu modificétajs (histona-3 trimetiléSana lizina-36);
HCF-1 — transkripcijas proteinu saimniekstnu faktors-1;
HIF — hipoksiju izraisoS$ie faktori,

IFNa — interferons alfa;

IGF — insulinam lidzigais augSanas faktors;

IL2 — interleikins 2;

KDM - lizina (K) demetilazes gens;

KMI — kermena masas indekss;

LSD1 — histona demetilaze;

mMAD — peles monoklonala antiviela;

MAPK — mitogéna aktivéta proteinkinaze;

MET — MET proto-onkogéns, receptoru tirozinkinaze;
MY C — proto-onkogéni;

MOF — histonu acetiltransferaze;

MTOR — mTOR kodgjosais géns;

MTOR — ziditaju rapamicina mérkis;

MTORC — ziditaju rapamicina mérka komplekss;

NF-kB — kodola faktors kappa B;

NNK — 4-metilnitrosamino-1-(3-piridil)-1-butanons;
NNKOACc — NNK prekursors;

OS — kopgja izdzivoSana;

p21 — ciklina atkarigas kinazes inhibitors;



p53 — tumorsupresorais gens;

P70S6K — ribosomala proteina S6 kinaze beta-1,
PBMRL1 — polibromo-1 proteina géns;

PBS — fosfora bufera Skidums;

PD1 — programmétas $tinu naves receptors 1;
PDGF — trombocTttu augsanas faktors;

PDGFR — trombocTtu augSanas faktora receptori;
PD-L — programmeétas Siinas naves proteina ligands;
PHD — polihidroksilaze;

pHe — ekstracelularais pH;

pHi — intracelularais pH;

PI3K — fosfatidilinozitola-3-kinaze;

PIK3CA — p110a kodgjosais géns;

PIP2 — fosfotidilinositola-(4,5)-bifosfats;

PIP3 — fosfotidilinositola-(3,4,5)-trifosfats;

PKR — polimerazes kédes reakcija;

PTEN — fosfatazes un tenzinam homologa proteia kod€josais géns;
pVHL — VHL géna kodgtie proteini;

Rbx — ring-box protein;

RCC — nieru Stinu karcinoma;

Setl/MLL1 — histona metiltransferaze;

SETDZ2 — SET doménu saturosais géns 2;

Sin3 — histonu deacetilaze;

SWI/SNF — nukleosomu parveidojosais komplekss;

TCE — trihloretiléns;



TCEBL — transkripcijas elongacijas faktors B1;

TGFB — transforméjosais augSanas faktors beta;

TGFa — transformgjosais augSanas faktors alfa;

TSC — tuberous sclerosis komplekss;

UCH — ubikvitina C-terminala hidrdolaze;

URCC — neklasificétas nieru §tinu karcinomas;

VBC-cul2 — pVHL un elongina B, elongina C, cullin2, Rbx veidotais komplekss;
VEGF — endotglija augSanas faktors;

VEGFR — endotglija augsanas faktoru receptori;

VHL — von Hippel-Lindau tumorsupresorais géns;

VHLs — von Hippel Lindau sindroms.



IEVADS

GaiSo Sunu jeb parasta nieru Stinu karcinoma veidojas no nieru proksimalo kanalinu
epitelijsinam un ir visizplatitakais nieru stinu audzg&ju apakstips. Audzgja attistibu veicina gan
genétiskas izmainas, galvenokart, von Hippel-Lindau géna, gan dzivesveida un apkart&jas vides
mijiedarbiba. Von Hippel- Lindau géns ir iesaistits hipoksiju izraisoSo faktoru degradacija, tacu
ta mutaciju rezultata notiek pastiprinata hipoksijai raksturigo proteinu, pieméram, endotélija
augSanas faktora un oglskabes anhidrazes IX ekspresija, kas palielina karcinomas vaskularitati

un agresivitati, ka arT samazina pacientu dzivildzi.

Mikrovide audzgja un veselos audos biitiski atSkiras — audzgja Stinu starujas proliferacijas
del rodas hipoksija, kas var izraisit acidozi un Slinu augSanas trauc€jumus. Lai pielagotos
jaunajiem apstakliem un pasargatu audus no apoptozes, karcinomas $iinas pastiprina hipoksijai
raksturigo génu, tostarp oglskabes anhidrazes 9 géna, transkripciju. Oglskabes anhidraze IX
pieder cinka metalloenzimu grupai un ir atbildiga par atgriezenisko oglekla dioksida hidrataciju
uz bikarbonatu un protonu, kas nepiecieSams labvéliga intracelulara un ekstracelulara pH
uzturéSanai hipoksijas apstaklos. Unikalais pH profils un paalielinata oglskabes anhidrazes 1X

ekspresija tiek saistita ar paaugstinatu audzgja invazivitati un kimijterapijas neefektivitati.

Liela dala petijumu, kas merketi uz nieru karcinomas intracelularo mehanismu izpéti, tick
izmantotas speciali §im mérkim kultivétas Stnu Iinijas. Tacu péd€jos gados aizvien lielaka
uzmaniba tiek v€rsta uz Stinu lmiju homogenitati, kas ir pret€ja audz&ja sastopamajai Siinu
heterogenitatei, nelaujot visus uz iinu linijam iegiitos datus veiksmigi pielietot ari praksé. Sis
petijums tika veikts, lai noskaidrotu oglskabes anhidrazes IX ekspresiju gaiSo Siinu nieru
karcinomas §iinu linijas $linas un primarajas gaiSo $iinu nieru karcinomas $tinas, kas precizak

reprezent€ kopg€jo audzgja heterogenitati.

Darba merkis: Ar plismas citometrijas palidzibu noskaidrot oglskabes anhidrazes IX
ekspresiju gai$o $tinu nieru karcinomas $tinu linijas $inas un primarajas no pacienta izolétajas

gaiSo Stinu nieru karcinomas $tinas.

Hipoteze: Oglskabes anhidrazes IX ekspresijas profils ilgstosi kultivétam gaiSo $tinu nieru
karcinomas $tinu linijam bis at$kirigs no primarajam gaiSo $iinu nieru karcinomas $tinam, kas

izdalitas no pacienta audzgja.



Darba uzdevumi:

1. Apgut aseptiska darba tehniku laboratorija, darbojoties ar biologisko materialu;

2. Apgit plusmas citometriju un tai paredzeto paraugu sagatavosanu;

3. Veikt plismas citometriju ar gaiSo $tinu nieru karcinomas $inam un nieru proksimalo
kanalinu $tinam;

4. Apkopot iegiitos rezultatus, veikt datu analizi un izdarit secinajumus.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Nieru Siinu karcinoma un tas apakStipi

Nieru Stnu karcinoma (RCC) pieder pie heterogéno laundabigo audzgju grupas, kas
veidojas nieru kanalinu epit€lija $tnas un sastada 85% no visiem primari diagnostic€tajiem
nieru audzgjiem (1). Nieru $tinu karcinomas sastopamiba dazadas pasaules vietas ir atSkiriga,
ASV Kkatru gadu tiek noteiktas 64 000 jaunas RCC diagnozes, Eiropa- 115 000, ka ar tiek

registrétas 14 000 un 49 000 ar nieru $tnu karcinomu sasistitas naves attiecigi ASV un Eiropa

).

Attistoties histopatalogiskajiem izmekléjumiem un molekularo mehanismu izpétei,
paslaik ir klasific€ti vairaki nieru audzeju apakstipi. Populacija visbiezak sastopama gaiSo $iinu
(ccRCC), papillara un hromofoba nieru Stinu karcinoma, kas katra tiek novérota ar izplatibu
>5% (3). Pargjie nieru audz&ju apakstipi ir sastopami salidzinoSi reti (<1%), pie Siem
apakstipiem pieder parejas Stinu karcinoma, nefroblastoma jeb Vilmsa audzg€js, nieru
savacgjkanalina audzgjs, nieru sarkoma, onkocitoma un nieru medulara karcinoma (1,3). Katrs
apakstips ir atSkirigs ar savu genétisko izcelsmi, biologisko uzbiivi, ka ari ar savu attistibu un
izplatibu organisma. Gadijumos, kad audzgjs neatbilst nevienai audz&ju apaksklase, tas tiek

iedalits pie neklasificétam nieru §tnu karcinomam (uRCC), $o audzg&ju incidence ir ~4% (3,4).

1.1.1. GaiSo Stinu nieru karcinoma

Visizplatitakais histopatologiski atseviski izdalitais nieru $tinu auzdzgju tips ir ccRCC, ta
sastada 75-80% no kopgja RCC skaita un tiek dévéta ari par parasto nieru $tnu karcinomu (4).
GaiSo Stinu nieru karcinoma ir agresiva, ta veidojas no proksimalo nieru kanalinu epitélijSinam.

Audzgja $iinas noverojama gaisa citoplazma, kas satur daudz lipidus un glikogénu (5).

ccRCC parasti ir lodveida masas, kas iekapsulétas un norobeZotas no nieru parenhimas.
Tas var rasties jebkura nieres garozas dala un biezi izstiepjas arpus normalas nieres kontiiram,

iespiezoties ar1 periferajos taukaudos (5,6). Karcinomas griezuma vieta ir daudzveidiga- to
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veido spilgti dzeltena parenhima ar peleécigu edému stromu, asins izplidumiem, nekrozi un
cistam. GaiSo $tinu nieru karcinoma biezi iekliist nieru vénu sistéma, reiz€m to piepildot un

izpleSoties dobaja véna vai pat sirds priekSkambarT (6).

1.2. Epidemiologija un riska faktori

Nieru $tinu karcinoma sastada ~2% no visam noteiktajam audz€ju diagnozé€m un to
izraisitam navém pasaulé (3). Ziemelamerika un Eiropa RCC konstatéta salidzino$i biezi,
vislielaka sastopamiba ir Cehija, tau Afrika, Azija un Dienvidamerika $ie skaitli ir zemaki
(3,7,8). Nieru sanu karcinomas izplatibu ietekmé ne tikai geografiskais novietojums, bet ari
dzimums un etniska piederiba. Viriesi ar RCC saslimst divas reizes bieZak neka sievietes, un

Azijas/Klusa okeana salu iedzivotaji nieru §iinu audz&ju iegiist retak par baltas rases parstavjiem
(7).

RCC paslaik ir devitais izplatitakais audzgjs virieSu vidi un 14 izplatitakais audzgjs
sievieSu vidi, to incidences biezumam katru gadu picaugot (8). P&€d€jo gadu laika mirstiba no
nieru Stnu karcinomas samazinas, pateicoties atrakai tas diagnostikai, tacu 20-40% ar RCC
diagnosticetie pacienti nespej izdzivot lidz audz€ja izarst€Sanai. Svariga loma nieru Stinu
karcinomas attistiba ir arT vecumam. Visbiezak nieru stinu audzgjs tiek diagnosticets sestaja un
septitaja gadu desmita, kamér 80% no visiem RCC pacientiem ir vecuma no 40 Iidz 69 gadiem

(9). ASV vidgjais RCC pacientu vecums ir 64 gadi (3).

Tabakas diimi tiek saistiti ar palielinatu RCC attistibas risku, tacu paslaik nav pieejami
dati, kas viennozimigi raksturotu riska Iimeni. Hunt et al. sava pétijjuma secinaja, ka riska
limenis pieaug, paaugstinot devu un ka, salidzinot ar nesméketajiem, virieSiem risks pieaug par
54%, bet sievieteém par 22%, tacu smekesanas atmesana, ilgaka par 10 gadiem, var atkal mazinat
So risku (10). Pieaugot izsméketo cigaresu skaitam, pieaug ari saslim$anas risks, ka ari
sméketaju organisma audzgjs biezak veido metastazes un izpleSas limfmezglos. Pastav
hipotéze, ka sme&kesana palielina saslimsanas risku, toksiski iedarbojoties uz nieru kanaliniem,
radot endotélija disfunkciju, oksidativo stresu un audu hipoksiju (11). Turklat paslaik ir atklati
kancerogéni mehanismi, kas padara noteiktus sméketajus jutigakus nieru $iinu karcinomas

attistibai. Pieméram, cigareSu diimos atrodamais 4-metilnitrosamino-1-(3-piridil)-1-butanons
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(NNK) ir kancerogéns N-nitrozamins, kas izraisa DNS bojajumus periférajos asins limfocTtos.
2009. gada tika veikts petijums, kura tika pieradits, ka NNK prekursors NNKOACc veicina RCC
attistibu, turklat attistibas risks pieaug lidz ar NNKOAc devas palielinasanos (12). Viela benzo-
a-piréna-diola epoksids (BPDE) ar ir sastopams cigaresu damos. BPDE izraisa hromosomu
aberacijas 3p lokusa, kas ir saistita ar jutibu pret smékésanas izraisitiem véza veidiem, tostarp
RCC. Nieru stinu karcinomas veidos$anas risks pieaug pacientiem ar augstaku jutibu pret BPDE

3p21.3 lokusa, kas biezi uzrada heterozigotitates zudumu audzgja audos (13).

ArT citas toksiskas vielas palielina nieru Stinu audzeju attistibas risku. Devindesmitajos
gados tikai veikts internacionals pétijums, kas centas noskaidrot RCC riska saistibu ar
apkartejas vides apstakliem. Taja konstatgja, ka cilveki, kas darba saskaras ar kadmiju, koksa
krasnim, t€raudu un azbestu, ir vairak paklauti RCC attistibai (14). Paslaik plasi tiek pétita
trihloretiléna (TCE) ietekme uz audzg&ja epidemiologiju, jo tas tiek plasi lietots un pédéja laika
kluvis par apkartgjas vides piesarnotaju. Dati par TCE atstatajam sekam uz cilvéku ir pretrunigi,
taCu dzivnieku modelos tam ir pieradita kancerogenitate (7,9). Lauksaimnieciba plasi
lietotajiem pesticidiem ir atklata negativa ietekme uz RCC veidoSanos. P&tijjuma, kas tika veikts
Eiropa, konstatgja, ka, nonakot ilgstosa saskar€ ar pesticidiem, nieru $tinu audz&ja risks butiski
pieaug, turklat ta palielinasanas tiek saistita ari ar glutationa S-transferazes (GST) génu
polimorfismu. Tika atklats, ka pesticidu iedarbibai paklautajiem pacientiem ar aktivam GSTM 1
un GSTT1 alelem ir lielaks RCC risks, kas vér§ uzmanibu uz génu un vides mijiedarbibas

ictekmi uz audzgju attistibu (15).

AptaukosSanas, hipertensija un jau iepriek§ minéta smékéSana ir galvenie RCC riska
faktori, tie tiek konstat&ti aptuveni pusei no visiem ar nieru Stunu karcinomu diagnosticétajiem
pacientiem ASV (3). Tiek rekinats, ka virieSiem ar lieko svaru RCC risks picaug par 24% uz
katriem 5kg/m? kermena masas indeksa (KMI) pieauguma, bet sievietém — par 34% (7).
Hipertensija divkarSo nieru $tinu karcinomas attistibu, kas ir augstaka pie slikti kontrol&tas
hipertensijas, un, lai gan hipetrensija biezi kombing&jas ar liecko svaru, katra no tam ir atseviski

stavoss riska faktors (7,11).

RCC epidemiologiskie pétijumi ir atklajusi, ka saslimsanas risku palielina hroniska nieru
slimiba, hemodialize, nierakmeni, nieru transplantacija, nieru cistiska slimiba, iepriekseja RCC
diagnoze un cukura diabéts (3,7,11,16). Dazos pétijumos ir atklata saistiba starp dzemdibu
daudzumu un nieru §inu karcinomas attistibu sievietém. Sajos pétijumos tika konstatéts, ka
dzemdgjusam sieviettm RCC risks pieaug, ka ari tas ir lielaks vairakkart dzemd&jusam

sievietém (17, 18). Tika atklats, ka sievietes vecumam, kad notikusas pirmas dzemdibas, arT ir
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nozime RCC attistiba, riskam pieaugot, ja pirmas dzemdibas notikusas agraka vecuma (<26
gadiem) (18).

Ir veikti vairaki pé€tijumi, lai noskaidrotu uztura paradumu ietekmi uz nieru Siinu
karcinomas attistibu. Dazos informacijas avotos tiek min&ts, ka uzturs, kas satur daudz darzenus
un auglus, mazina RCC risku, tacu citos petfjumos tas nav apstiprinajies, pretrunigi rezultati
iegiiti ar1, p&tot galas un zivju patérina ietekmi uz RCC rasanos (3,7,9). Tomér alkohola mérena
lictosana (~1 dzeriens/diena) tiek saistita ar mazaku nieru $inu audz&ja rasanas risku (19,20).
Petijuma, kas tika veikts Kina, savukart konstat€ja, ka zalas t€jas lietoSana 500 ml/diena ar1 var
mazinat RCC attistibas iesp&ju (16). Jauktus rezultatus par nieru kancerogenitati uzrada
akrilamids, kas sastopams ikdiena lietotajos ceptajos €dienos, un, lai art ta toksiskais efekts

cilvekiem vél nav pieradits, tieck veikts regulars akrilamida kancerogenitates monitorings (21).

1.2.1. Genetiskas izmainas ccRCC

GaiSo $unu nieru karcinoma visbiezak tick asociéta ar von Hippel-Lindau (VHL)
tumorsupresora géna inaktivaciju, tacu neseni pétijjumi, izmantojot sekvencesanas metodes, ir
atklajusi, ka mutacijas notikusas ari citos génos, ka, pieméram — transkripcijas elongacijas
faktora B1 (TCEBL1 - kodé elonginu C), SET doménu saturoSaja géna 2 (SETD2), lizina (K)
demetilazes génos KDM, ubikvitina karboksil-terminala hidrolazes géna BAP1 un polibromo-
1 proteina géna PBRMI. 20% ccRCC gadijjumu ir notikusi ziditaju rapamicina mérka
kompleksa (MTORC) signalcela aktivitates izmainas, ko izraisa mutacijas rapamicina mérki
mTOR, tuberous sclerosis kompleksa 1 TSC1, pl110a kodgjosaja gena PIK3CA un fosfatazes
un tenzinam homologa proteina kodejosaja géna PTEN. Turklat jaunakie atklajumi norada uz
audz&ja epigenétiskam izmainam, kas sevi ietver DNS metiléSanu, histonu modifikacijas un

izmainitu nekod&josas RNS ekspresiju (22,23).
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1.2.1.1. VHL signalcels§

VHL géna zudums vai izmainas taja tiek saistitas ar von Hippel Lindau sindroma (VHLS)
attistibu. VHLs ir neoplastiska autosomali dominanti iedzimsto$a saslimsana, kas raksturojas
ar labdabigu un laundabigu audzgju attistibu centralaja nervu sistéma, aizkunga dziedzerT,
reproduktivaja sistéma, nierés un virsnierés. Visbiezak VHLs gadijuma veidojas
hemangioblastomas galvas un muguras smadzenés, un tiklené, feohromocitomas un
paragangliomas, neiroendokrinie un endolimfatiskie audzgji, ka ar1 attistas gaiSo Stinu nieru

karcinoma (24,25).

VHL anti-onkogénas ipasibas uzradosais géns atrodas 3 hromosomas isaja pleca (3p25-
26), tas satur 3 eksonus un, pateicoties alternativai translacijai, kodé divus funkcionali loti
lidzigus proteinus (pVHL) attiecigi ~28-30 kDa un 19 kDa lielus (23,26,27). Genétiskas
izmainas vai VHL zudums tiek novérots ~80% kop&jo ccRCC gadijumu, turklat ir noskaidrots,
ka 1idz pat 40% VHLs nearstétu pacientu naves c€lonis ir bijusi agresiva gaiSo $inu nieru

karcinoma (26,28).

VHL proteini ir multiadaptori, tie sp€j saistities ar vairak neka 30 dazadiem proteiniem,
un tie sastav no diviem funkcionaliem (a un ) doméniem (29,30). Karcinomas attistibas
gadijuma nozimiga ir abu pVHL doménu spéja $iinas citoplazma savienoties ar E3 ligazes
kompleksa esosajiem proteiniem - elonginu B, elonginu C, cullin2 un Rbx (ring-box protein),
veidojot kompleksu VBC-cul2 (30). VBC-cul2 spgj ubikvitinét proteinus, iezim&jot tos talakai
proteosomalai degradesanai, So proteinu skaita galvenokart ietilpst hipoksiju izraisosie faktori
(HIF) (24). Par svarigakajam HIF grupam uzskata HIF1a, HIF2a, HIF3a, HIF1B un HIF2p
(23). Turklat pasam HIF2o pétijumos ir atklata onkogéna iedarbiba, kas rodas no saistianas ar
proto-onkogéniem (MYC) (31). HIFo un HIFp sava starpa sp&j veidot kompleksu HIFa/B, kas
parvietojas uz kodolu, saistas ar hipoksijas génu promoteriem DNS un regulé organisma

pielagosanos hipoksijas apstakliem (23,24).
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Normalos apstaklos, skabekla klatbuitng, notick HIFo hidroksilesana ar enzima poli-
hidroksilazes (PHD) palidzibu, kas lauj VBC-cul2 kompleksam ar to saistities (23). PHD
darbibai nepiecieSams dzelzs, askorbats un 2-oksoglutarats, un ta izmanto skabekli, lai
pievienotu hidroksilgrupas prolina atlikumiem HIFa molekulas a-subvieniba. Tacu, kad §tina
skabekla daudzums ir niecigs, hidroksilésana nenotiek, VBC-cul2 komplekss nespéj saistit
HIFa, tas netiek pienacigi degradéts un saistas ar lidzigo molekulu HIFp, izveidojot kompleksu,
kas, nonakot kodola, pastiprina tadu hipoksijai raksturigo protemnu, ka, piem&ram, endotéliju
augSanas faktora (VEGF), trombocitu augSanas faktora (PDGF), transform&josa augSanas
faktora alfa (TGFa), oglskabes anhidrazes IX (CA IX), eritropoetina un glikozes
transportproteina-1 (GLUT-1), pastiprinatu sintézi (23,24). Skatit 1.2.1.1. attélu.

f Cytoplasm \
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HIF(x p

HIFu P
HIFa
N HIFo |p -"
I E3 ligase F’\ \
\ OH
OH HIFa |p
3

HRE

Nucleus

1.2.1.1. att. VHL un HIFa (24)

Genétiskas izmainas, piemé&ram, punktveida mutacijas, insercijas, delécijas un
epigenétiskas izmainas VHL géna, ka arT pilnigs 3p25 zudums noved pie HIFa uzkrasanas $tna,
kas péc iepriek$ aprakstita mehanisma noved pie hipoksijai raksturigo génu pastiprinatas
transkripcijas (3). Sada gadijuma izmainitais pVHL nespéj saistities ar E3 ligazes proteiniem
un, neatkarigi no HIFo hidroksiléanas pakapes, nespgj to iezimét talakai degradacijai (24).
ccRCC gadijuma HIFo/p komplekss aktivé génus, kas atbildigi par angiogenézi, lipogenézi,
glikolizi, izmaina §tinas normalo ciklu un nodro$ina antiapoptozi (31). pVHL ir iesaistits ari
daudzu citu efektoro protemu darbibas koordin€Sana, kas ietekmé citoskeleta mikrotubulu
stabilitati, tumorsupresora géna p53 aktivaciju, neironu apoptozi, Sinu novecosanas procesus,

RNS polimerazes II ubikvitinésanu un regulé kodola faktora kappa B (NF-kB) darbibu (30).
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1.2.1.2. Mutacijas PBRM1

GaiSo $tinu nieru karcinomas gadijuma otrs visbiezak mutgtais géns aiz VHL ir PBRM1,
kas arT atrodas tresaja hromosoma (3p21), un ta mutacijas tick konstatétas ~41% ccRCC
pacientu (23). PBRM1 kodé proteinu BAF180, kas ir nukleosomu parveidojosa kompleksa
SWI/SNF sastavdala. Eikariotos DNS ir apvits ap nukleosomam, un tadel ta ir grutak pieejama
transkripcijai, tacu nukleosomu parveidojoSie kompleksi sp€j saistities ar nukleosomam, tas
parvietojot un mainot to stabilitati (32). SWI/SNF komplekss ir novietots ap ATF-azes
subvienibu, kas nodrosina energiju hromatina struktiiras parveidosanai, kontrol&jot $tinai vitali

svarigus procesus, pieméram, vielmainu, DNS laboSanu, Stinu dzives ciklu un to bojaeju

(22,33).

PBRMI darbojas ka divpakapju tumorsupresora géns, un visbiezak ta mutacijas rodas no
hromosomas 1sa pleca saisinasanas un rezultjas ar proteina iztrikumu. PBRM1 inaktivacija
rada nepareizas formas nefunkcion&josu proteinu, kas, savukart, noved pie palielinatas Stinu
proliferacijas un migracijas — attistas audzgjs, tacu atkartota ta ekspresija ccRCC $iinas, kur
ieprieks ta limenis ir bijis zems, p&tijumos uzrada pretéjus efektus, paaugstinot ciklina atkarigas
kinazes inhibitora p21 limeni (1,23). Turklat PBRM1 piemit sp&ja kontrolét pasas $tnas un tas
citoskeleta kustibas, regul€jot génus, kas atbildigi par Stinu savstarpgjo signalizaciju un adh&ziju
(23). ccRCC gadijumos PBRM1 mutacijas tiek saistitas ar agresivaku audz€ja attistibu, ta

ekstrarenalu izpleSanos un kopuma sliktaku pacientu kopg&jo izdzivosanu (3,32).

1.2.1.3. Mutacijas BAP1 géna

BAPI atrodas treSaja hromosoma starp VHL un PBRM1 géniem (3p21.1), tas ir mutéts
10-15% ccRCC gadijumu, un ta mutacijas noved pie proteina zuduma (23,34). BAP1 kode
kodola deubikvitinazi (DUB), ta pieder ubikvitina C-terminala hidrdolazu (UCH) enzimu
gimenei, kas ir mutéta vairakos audz&jos — adas un acu (uveal) melanomas, mezoteliomas, kriits

audz€jos un arf citas nieru $tinu karcinomas (22,23,35). Funkcionali BAP1 tiek pieskaitits pie
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specigiem audzg€ju supresorgéniem, jo tas spgj regulét nozimigus Siinas procesus, ka Stinu

proliferaciju, diferenciaciju, apoptozi, glikoneogenézi un $iinu atbildi uz DNS bojajumiem (34).

BAPI regule Sunu ciklu, mijiedarbojoties ar transkripcijas proteinu saimniekStnu
faktoru-1 (HCF-1), kam ir batiska nozime hromatina parveidoSanas reakcijas (1,35). HCF-1
saista BAP1 proteinu ar E2F transkripcijas faktora 1 (E2F1) reag€tsp€jigajiem promoteriem.
Kad ir notikusi BAP1 proteina piesaistiSana, tas uz promoteriem spgj ubikvitinét histonu
modificétaju H2AK119ubl, paatrinot §tinu cikla nonaksanu lidz S fazei. Tacu, ja BAP1 darbiba
ir traucéta, palielinas H2AK119ubl Iimenis uz E2F reaggtspéjigajiem promoteriem, un tas
izraisa aktivu G1 fazi. Turklat BAP1 proteina zudums mazina G1/S fazu kontrolpunktu
precizitati, novedot pie nekontrolétas $tinu augSanas un dalisanas (23). Normalos apstaklos
HCF-1 saisti$nas ar E2F promoteriem veicina arf citu transkripcijai nozimigu enzimu aktivaciju
— Stnu reakcijas iesaistas histonus modific€josi enzimi, pieméram, Setl/MLL1 histona
metiltransferazes, LSD1 histona demetilaze, Sin3 histonu deacetilazes un MOF histona

acetiltransferazes (35).

1.2.1.4. Mutacijas SETD2 géna

SET domeénu saturoSais géns (SETD2) ari atrodas treSas hromosomas 1saja pleca
(3p21.31), tas kopuma ir mutéts 4-8% ccRCC gadijumu, tacu SETD?2 ir otrs vismutétakais géns
pacientiem ar sporadisko gai$o $tinu nieru karcinomu (36,37). SETD2 kodé metiltransferazi,
kas ir atbildiga par histona-3 trimetilésanu lizina-36 (H3K36me3), ka ari ta tiek piesaistita

aktivas transkripcijas vietas, kur mijiedarbojas ar RNS polimerazes II C-gala doménu (36).

Jaunakie pétijumi liecina, ka SETD2 proteina metiltransferazes darbiba ir nepiecieSama
ATM (ataxia-telangiectasia mutétas proteinkinazes) un p53 mediéto DNS bojajumu
kontrolpunktu aktivé$ana, kas nepiecieSama klidu labosanai DNS k&dés un kop€jai genoma
stabilizéSanai. Turklat eksperimentos atklajas, ka PBRM1 mutacijas darbojas kopa ar SETD2
mutacijam, trauc€jot stinu cikla kontrolpunktu pareizu darbibu (23). Kopuma zema SETD2
geéna aktivitate tiek saistita ar agresivakiem audzg€ja fenotipiem un zemaku ccRCC pacientu
izdzivosanas sp&ju (37). ccRCC attistiba iesaistito génu novietojumu hromosoma var aplikot

1.2.1.4. attela.
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1.2.1.4. att. ccRCC gadijuma visbieZak mutéto génu novietojums hromosomas Tre$as hromosomas
1sais plecs 3p satur ~50Mbs regionu, kas satur Cetrus tumorsupresorgénus — VHL, SETD2, BAP1,
PBRM1, trim no tiem atrodoties viens otram blakus. Turklat histonus modificgjosi géni KDM, kas
darbojas, ka lizina demetilazes, ir novietoti dzimumhromosomas. KDM5D un KDM6C, kas atrodas Y
hromosoma, ir attiecigi KDMS5SC un KDM6A homologi. Interesanti ir tas, ka Sie X-hromosomai

homologie Y hromosomas géni parasti ir izdz&sti virieSu dzimuma ccCRCC pacientiem (23).

1.2.1.5. mTOR signalcel$

mTOR signalcel§ sp&j reagét gan uz iek$jiem, gan argjiem stimuliem, tada veida
regulgjot dazadus Siinu procesus, piemé&ram, Stinu proliferacijas sp&ju, baribas vielu izlietojumu
un proteinu sinté€zi (38). Ziditaju rapamicina mérkis (mTOR) ir daudzfunkcionala serina-
treonina proteinkinaze, ko kode MTOR géns. MTOR ir mutéts ~5% ccRCC gadijumu, no

kuram lielaka dala ir missense mutacijas (1,9,22). mTOR savas biologiskas funkcijas veic,

19



veidojot divus atskirigus kompleksus - MTORC1 un mTORC2 (39). Ja mTOR saistas ar raptor
(mTOR regulatoro proteinu), veidojas mTORCI, bet, ja mTOR saistas ar rictor (pret
rapamicinu nejatigo mTOR dalu), veidojas mTORC?2 (9).

mTOR signalcela aktivacija sakas ar dazadu augSanas faktoru (piem. epidermala
augSanas faktora EGF, insulinam lidziga augSanas faktora IGF) un baribas vielu, galvenokart,
aminoskabju, iedarbibu uz to receptoriem, kas, savukart, izraisa fosfatidilinozitola-3-kinazes
PI3K aktivaciju (1,9,39). PI3K veicina fosfotidilinositola-(3,4,5)-trifosfata (PIP3) veidosanos
no fosfotidilinositola-(4,5)-bifosfata (P1P2), So reakciju nomacot tumorsupresorgénam PTEN.
PIP3 tiesi saistas ar Akt (proteinkinazes B) PH doménu un veicina tas parvieto$anos uz $tinas
membranu, kur ta tiek aktivéta, fosforil§jot to divos saitos (treonina 308 un serina 473 saita)
(39). Viena no Akt funkcijam ir tieSa tuberous sclerosis complex 2 TSC2 (tuberin) fosforilésana
un inhibésana, kas normalos apstaklos veido heterodiméru ar TSC1 (hamartin) (9,38,39).
TSC1/TSC2 komplekss darbojas ka tumorsupresors, turklat tas kalpo ar ka GTF-azi aktivejoss
proteins (GAP) (9,38). Kad TSC1/TSC2 kompleksa darbiba ir nomakta, $tina palielinas Rheb
GTF-azes daudzums, kas sp€j tiesi saistities ar mTORCI1 kinazes dom&nu un veicinat tas

aktivitati (9,23,39,40). Skatit 1.2.1.5. attelu.

Aktivétais mTORC1 komplekss fosforilé ribosomalo proteina S6 kinazi beta-1 (P70S6K)
un 4E-BP1/eikariotu translacijas iniciacijas faktoru 4E (4E-BP1/elF4E). Fosforiléta P70S6K
aizcelo uz kodolu, kur veicina HIFa proteina transkripciju, pastiprinot angiogenétisko proteinu,
pieméram, VEGF, PDGF un TGFB (transform¢&jo$a augsanas faktora beta) sintézi (1). Savukart
4E-BP1/elF4E fosforilé$ana (un inaktivé$ana) veicina cap-atkarigo translaciju, fosforilétais 4E-
BP1/elFAE atbrivo eIF4E - proteinu, kas saistas ar $inu mRNS 5 'm7G vacinu struktiiru un
atvieglo translaciju, pastiprinot mRNS saistibu ar RNS helikazi un ribosomas saisto$ajiem

proteiniem (39).

Izmainttu mTOR signalcela darbibu 1 — 5% ccRCC gadijumu izraisa mutacijas PTEN
geéna, kas rezult€jas ar ta tumorsupresivas darbibas zudumu. V&l no 2% lidz 5% gadijumu
mutéts ir PIK3CA géns, kas atbildigs par PI3K sintézi, un visbiezak $is ir missense mutacijas.
~4% gaiSo $linu nieru karcinomas pacientu ir mutéti géni, kas kode tumorsupresoros TSC1 un

TSC2, kamér tirozinkinazes receptoru mutacijas ir retas (23).
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1.2.1.5. att. VienkarSots mTOR signalcel§ Augsanas faktoriem un aminoskabém mijiedarbojoties ar
tirozinkinazes receptoriem, aktivgjas PI3K, kas veicina PIP2 parvérsanos uz PIP3. Savukart PIP3, PDK 1
un mTORC2 iedarbojoties uz Akt, notiek tumorsupresora TSC2/TSC1 kompleksa inhib&$ana, kas caur
Rheb GTF-azes paaugstinato Iimeni aktivé mTORC1. mTORCI, fosforilgjot P70S6K un 4E-
BP1/elF4E, pastiprina HIFa proteina transkripciju un aktivé cap-atkarigo translaciju. PDK1 —
fosfoinoizitida atkariga kinaze 1; mSIN1 — mitogéna aktivétas proteinkinazes saistitais proteins 1;

mMLST8 — ziditaju letalais SEC13 proteins 8.

1.3. ccRCC pieejamas arsteSanas metodes

GaiSo Stinu nieru karcinomas ir loti vaskulari audzgji, tade] lielai dalai terapeitisko
lidzeklu molekularais mehanisms ir vérsts uz angiogenézes mazinasanu, ierobezojot endotélija
augSanas faktora un citu hipoksijai raksturigo molekulu darbibu. ASV un Eiropas Savieniba
apstiprinatas pirmas un otras izvéles zalu vielas, kas darbojas uz VHL — VEGF signalcelu ir

sorafenib, sunitinib, pazopanib, axitinib, lenvatinib un cabozantinib, ka ari mTOR signalcela
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inhibitori everolimus un temsirolimus (3). Lielas devas interleikina 2 imunoterapija un
monoklonalas antivielas bevacizumab kombinacija ar interferonu o (IFNa) art var tikt lietota
primaraja terapija (41). Un, lai ar paslaik ir pieejamas vairakas zalu vielas ccRCC arstésanai,
kirurgiska iejauk$anas joprojam ir visefektivaka metode lokaliz€ta nieru S$tnu audzgja

likvidésanai. Turklat agresiva nefrektomija un trombektomija, paslaik ir standarta terapeitiska

_____

Ka pirmais medikaments ccRCC arsté$anai 2005. gada tika apstiprinats sorafenib (43).
Sorafenib ir orali lietojams multitirozinkinazes inhibitors, kas specifiski iedarbojas uz audzgja
Sinam un asinsvadiem, inhib&jot Raf-1 proteinkinazi, B-Raf receptorus, asinsvadu endotélija
augSanas faktora receptorus 2 un 3 (VEGFR 2-3), trombocitu augSanas faktora receptoru
(PDGFR), Flt-3 (FMS Iidziga tirozinkinaze-3) un cilmes $tinu augsanas faktora receptorus c-
KIT. Kopuma sorafenib ir Joti efektivs un labi panesams lidzeklis gan pirmas, gan otras audzgja
smaguma pakapes pacientiem ar metastazu gaiso Stinu, hromofobo0 un papilaro nieru karcinomu

(44). 1.3.1. attela var aplikot sorafenib un temsirolimus kopgjas izdzivosanas liknes.

1.09 Median OS, mo __ 95% Cl
== Temsirolimus 12.3 10.1to 14.8
0.8 Sorafenib 16.6 13.6to 18.7
C_}U P=.01(t ided | k)
= = = wo-sided log-ran
s £ 0.6 * Stratified HR, 1.31
= = " a7
=] {95% CI, 1.05 to 1.63)
U:I [43] ___h,*
58 e
0.4 4
55 **#
o o SR
= 3
0.2+ Fobrse + et
-
Li - 1 . 1 T T 1 1 T
0 7 14 21 28 35 42 49 56
Time (months)
MNo. at risk
Temsirolimus 259 165 98 50 25 13 7 0 0
Sorafenib 253 184 122 70 ki) 19 13 1 0

1.3.1. att. Kaplan-Meier temsirolimus un sorafenib kopéjas izdzivo$anas (OS) liknes metastatiskas

RCC pacientiem Temsirolimus intravenozi 12 mg 1x nedgla; sorafenib orali 400 mg 2x diena (45).

Sunitinib un pazopanib ir perorali multitirozinkinazes inhibitori, tie darbojas péc tada
pasa principa, ka sorafenib, neitralizéjot VEGFR 1-3, c-KIT, PDGFR un Flt-3 receptorus (43).
Pazopanib ir otras paaudzes medikaments, salidzinoSajos pétijumos pret sunitinib tika atklats,
ka pazopanib lietotajiem biezak izpaudas diareja un hepatotoksicitate, kamér sunitinib

lietotajiem biezak konstaté palmari-plantaro eritrodizestéziju un nogurumu, turklat Escudier et

22



al., veicot dubultaklu p&tijumu, konstateja, ka RCC pacienti labpratak lieto pazopanib nevis
sunitinib (2).

Axitinib un cabozantinib ir otras paaudzes orali lietojamie multitirozinkinazes inhibitori,
kas abi ir apstiprinati ka otras izvéles preparati, tacu nesenos pétijjumos ir atklajies, ka
cabozantinib ir efektivs ari ka pirmas izvéles medikaments pacientiem ar augsti attistitu CCRCC
(3,46). Axitinib lictosana Eiropas Savieniba tika apstiprinats 2007. gada, un tas iedarbojas uz
VEGFR 1-2- 3 receptoriem, mazinot angiogenézi (2). Savukart cabozantinib ir salidzinosi jauns
medikaments, kas ES ieviests 2016. gada, un ta darbibas mehanisms balstas uz VGFR 1-2-3
inhib&éSanu un MET (MET proto-onkogéns, receptoru tirozinkinazes) un AXL (AXL receptoru
tirozinkinazes) génu aktivitatates samazinasanu, kas ir paaugstinata pie ilgstosas sunitinib

lictoSanas un veicina audzg&ja rezistences attistibu pret pirmas izvéles medikamentiem (46).

Lenvatinib ir vél viens salidzinosi jauns medikaments ccRCC arstéSanai, kas Eiropas
Savieniba ieviests 2016. gada (2). Lenvatinib ir multitirozinkinazes inhibitors, kas sakotn&ji tika
apstiprinats monoterapija, tacu paslaik labakas efektivitates dg] tiek lietots kopa ar everolimus
péc primaras antiangiogenétiku lietoSanas pie augsti diferenci€tas nieru $tinu karcinomas (47).
Lenvatinib savu pozitivo darbibu veic, inhibgjot VEGFR 1-2-3, fibroblastu augsSanas faktora
receptorus 1, 2, 3 un 4 (FGFR1-4), PDGFRa, RET génu un c-KIT (41).

Everolimus un temsirolimus ir savienojuma rapamicina atvasinajumi, kas dabiski
atrodams Streptomyces hygroscopicus (39). Temsirolimus ir intravenozi ievadams mTOR
inhibitors, kas organisma sakotnéji tiek parveidots uz tikpat aktivu formu sirolimus. Sirolimus
saistas ar citoplazmas proteina FK506 saistoSo proteinu-12 (FKBP12) un izveido kompleksu,
kas talak saistas pie mMTORCI un inhibé ta darbibu (2). Temsirolimus Eiropas Savieniba tika
apstiprinats 2007. gada, un tas tiek lietots ka pirmas izvéles medikaments pacientiem ar sliktam
arstéSanas prognozeém (43). Everolimus ES tika ieviests 2009. gada, un tas ir perorali lietojams
medikaments (2). Atskiriba no temsirolimus, everolimus, nonakot organisma, ar augstu afinitati
tieSi saistas ar FKBP12 un izveido kompleksu, kas tie$i inhib8 mTORC1 darbibu. Blokéeta
mTORCI1 darbiba nelauj fosforileties P70S6K un 4E-BP1/elF4E, tada veida kavéjot hipoksijas
un $tnu cikla regulatoro génu transkripciju un talaku translaciju (48). Everolimus un nivolumab

kopéjas izdzivosanas liknes var apliikot 1.3.2. attéla.
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"g 0.2
& 0.1+
OO I I I 1 1 1 1 1 1 ] 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Months
No. at Risk

Nivolumab 410 389 359 337 305 275 213 139 73 29 3 0
Everolimus 411 366 324 287 265 241 187 115 61 20 2 0

1.3.2. att. Kaplan-Meier nivolumab un everolimus kopgjas izdzivosanas (OS) liknes advancétas un
metastatiskas RCC pacientiem Nivolumab intravenozi 3 mg/kg 1x divas nedglas; everolimus orali 10

mg 1x diena (49).

Bevacizumab kombinacija ar INFo Eiropas Savieniba tika registréts 2007. gada ka pirmas
izv€les preparats pacientiem, kam ir metastazu RCC un kam izarstéSanas iesp€jas ir labas vai
vid&jas (2). Bevacizumab ir monoklonala antiviela pret VEGFR-A, savu terapeitisko efektu
istenojot caur angiogenézes mazinaSanu, turklat pétijumos ir konstatéts, ka bevacizumab

pozitivi ietekmé pacientu dzives ilgumu, skatit 1.3.3. attlu (50).

cCRCC arstésana nozimiga loma ir arT imunoterapijai, kas jau kop$ 90tajiem gadiem tiek
lietota prakse ka augstas devas interleikina 2 (IL2) un INFa ievadiSsana pacientiem. Paslaik
vairaki pétijumi koncentréjas uz jaunakas paaudzes imunoterapeitiskajiem agentiem, ka,
pieméram, antivielam pret programmé&tu $inas naves proteina ligandu 1 un 2 (PD-L1-2),
antivielam pret programmé&tu $tinas naves receptoru 1 (PD1) un citotoksisko T limfocitu saistito

olbaltumvielu 4 (CTLA4) inhibitoriem (3).
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1.3.3. att. Kaplan-Meier kopgjas izdzivo$anas (OS) liknes metastatiskas RCC pacientiem (A)

Bevacizumab intravenozilO mg/kg 1x divas nedglas + INF subkutani 9 MIU 3x nedgla; INF subkutani
9 MIU 3x nedgla + placebo 1x divas nedélas; (B) Bevacizumab intravenozi 10 mg/kg 1x divas nedélas
+ INF subkutani 3 vai 6 MIU 3x nedgla; bevacizumab intravenozi 10 mg/kg 1x divas nedélas + INF
subkutani 9 MIU 3x nedgla (51).

PD1 receptors ir Sinu membranas protems, kas atrodas uz citotoksisko T limfocttu
virsmas. PD1 receptoru aktivé PD-L1-2, kas savukart licla daudzuma tiek ekspreséti uz audz&ju
$tinu virsmas. PD1 aktivacija noved pie citotoksisko T limfocitu inaktivacijas, laujot audzgja
Stinam nekontroléti vairoties (1). Tadél PDI1 receptora inaktivacija aktivé imiinas atbildes
reakcijas, kas cinas pret karcinomas $tinam. 2016. gada ES tika registréts nivolumab, kas ir
cilvéka imiinglobulins G4 un kas darbojas pret PD1 receptoriem, un tas terapija tiek lietots ka

otras izvéles preparats (2).

Veiksmigie pétijumi ar PD1 receptoru inhib&$anu veicinaja interesi ar par ta ligandu (PD-
L-1-2) darbibas kontrolésanu terapeitiskiem nolikiem. PD-L1 ekspresé B stnas, makrofagi,
dendritiskas $§tnas, asinsvadu endotélija $Gnas, aizkunga dziedzera salinu §inas un miera
stavoklt esoSas T Stunas, kamér PD-L2 ekspresé tikai makrofagi un dendritiskas Stinas. PD-L1

un PD-L2 inhibé T limfocttu proliferaciju, adh&ziju un kave citokinu produkciju (52). Avelumab
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ir cilvéka imiinglubulins G1, kas saistas ar PD-L1 un nelauj tam saistities ar PD1 receptoru,
tada veida aktivéjot organisma pretaudz€ju iminas reakcijas, ka ari PD-L1 antiviela
atezolizumab pétfjumos uzrada daudzsoloSus rezultatus RCC arstésana (2,52). Nieru $tnu
karcinomas terapija var pielietot ari CTLA-4 kontrolpunkta inhibitoru ipilimumab, kas,
inhib&jot CTLA-4, pastiprina T §tinu aktivitati. Petfjumos ir pieradita ipilimumab un nivolumab

kombinétas terapijas efektivitate pie augsti attistitas ccRCC (1.3.4. att) (53).

No. of Median
Patients (95% CI)
mo
100-p ‘.,_‘ Nivolumab +Ipilimumab 425 NR (28.2-NE)
904 Sunitinib 422 26.0 (22.1-NE)
Hazard ratio for death,
B0 e S e S ' 0.63 (99.8% Cl, 0.44-0.89)
_________________________________________ L -~ - - - iy P<0.001
= 704 ' !
g 2 . |
l';: > | U :r __________ : Nivolumab +ipilimumab
s i i
3 504 : . Sunitinib
@ 12-Mo 18-Mo
© 40 Overall Overall
o X :
5 Survival Survival
30 (95% Cl) (95% C1)
20 % %
Nivolumab+ 80 (76-84) 75 (70-78)
10 Ipilimumab i i
0 Sunitinib 72 (67-76) 60 (55-65)
I 1 I 1 T 1 T 1 1 I 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Month
No. at Risk
Nivolumab+ipilimumab 425 399 372 348 332 318 300 241 119 44 2 0
Sunitinib 422 387 352 315 288 253 225 179 89 34 3 0

1.3.4. att. Kaplan-Meier nivolumab + ipilimumab un sunitinib kopgjas izdzivo$anas (OS) Iiknes
metastatiskas RCC pacientiem Nivolumab intravenozi 3 mg/kg + ipilimumab intravenozi 1 mg/kg 1x
tris nedélas indukcijas fazg, péc 4 devu sanemsanas nivolumab monoterapija intravenozi 3 mg/kg 1x

divas nedglas; Cetras nedélas no sesu ned€lu cikla sunitinib orali 50 mg 1x diena (54).

Uz ccRCC karcinogenézeé iesaistito signalcelu modificéSanu vérsto medikamentu

darbibas mehanismu var apliikot 1.3.5. attéla.
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1.3.5. att. ccRCC karcinogenéze iesaistito signalcelu raksturojums, uz tiem mérkéetie medikamenti,

un to iedarbibas vietas (43)

1.4. Oglskabes anhidrazes

Oglskabes anhidrazes (CA) tiek iedalitas sesas evolucionari atskirigas grupas (a, 3, v, 0,
¢ unn). Siem enzimiem ir svariga loma jonu transporta, skabju-bazu regulésana, gazu apmaina,
fotosintezé un CO: fiksacija. o grupa ir vislabak raksturota un parasti atrodama
mugurkaulniekos, B un y grupas atrodamas augstakajos augos un dazos prokariotos, un & un (
grupas ir noverotas tikai kramalggs, savukart n grupa tika atklata salidzino$i nesen malarijas

patogéna Plasmodium falciparum (55).

a-CA gimené ietilpst 16 katalitiski aktivi cinka metalloenzimi, kas tiek iesaistiti
atgriezeniskaja oglekla dioksida hidratacija uz bikarbonatu un protonu. So enzimu izoformas

parasti sava starpa atsSkiras ar to katalitisko aktivitati, atraSanas vietu audos un lokalizaciju $ina
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— paslaik iz8kir citosola, mitohondrialas, sekretétas un ar membranu saistitas CA izoformas. CA
IX un CA XII izoformu parmériga ekspresija tiek noverota vairakos audzgjos, ka arT ta tiek
saistita ar karcinomu palielinatu agresivitati un proliferacijas sp&ju. Turklat lidz pat 94% gaiSo

$tinu nieru karcinomas $tinas novéro palielinatu CA IX ekspresiju (56).

1.4.1. Oglskabes anhidraze IX

CA IX ir homodimérs, transmembrans a-CA gimenes cinka metalloenzims, ko kodé
devitaja hromosoma (9p12-13) atrodamais CA9 géns. Oglskabes anhidraze IX ir 414
aminoskabes gar§ proteins, kas var tikt sadalits piecos dazados doménos. CA IX ekstracelulara
dala satur signalpeptida, proteoglikana un katalitisko doménu, bet membrana atrodas hidrofobs
transmembranas doméns, kam seko intracelularais doméns. Signalpeptida doméns ir raksturigs
tieSi CA IX un tiek saistits ar Stinu adh@zijas sp&ju un katalitisko 1pasibu saglabasanu skaba
vide. Oglskabes anhidrazes IX molekulmasa ir 49,5 kDa, tacu SDS-PAGE (poliakrilamida g€la
elektroforézes paveids) parvietojas ka duplets ar molekulmasu 54 kDa un ar molekulmasu 58

kDa péc post-translacijas modifikacijam (57).

Oglskabes anhidraze IX nietiek ekspreséta normalos nieru audos, ta¢u hipoksijas un VHL
géna inaktivacijas rezultata akumul€jas HIF-1a, kas savukart veicina CA IX ekspresiju un
ccRCC attistibu (58). Oglskabes anhidrazes IX ekspresija tick novérota ar veselos audos —
pieméram, gastrointestinala trakta audos, ar visaugstako ekspresijas limeni kunga endotélija
Stinu bazolateralaja virsma un glotadas. Neskaitot gaiSo Stnu nieru karcinomu, ar CA IX
pozitivi paraugi ir iegliti no plausu, smadzenu, resnas zarnas, aizkunga dziedzera, aknu, kriits,
baribas vada, endometrija, olnicu un adas karcinomam (57). CA IX ekspresiju audzgja var
noteikt ar imtinhistokimijas testiem (ELISA un Western blot) un, izmantojot reala laika PKR,

kas papildus morfologiskai audzgja diagnostikai palidz apstiprinat attiecigo diagnozi (58,59).

CAO9 gens hipoksijas laika tiek ekspreséts visvairak, jo tam ir biitiska loma intracelulara
pH uzturésana normas robezas, tadejadi palidzot karcinomas siinam pielagoties toksiskajiem
ekstracelularas vides efektiem. Turklat CA IX palielinata aktivitate veicina audzgja Siinu

izplatiSanos organisma, paaugstinot audzgja agresivitati un invazivitati (60).
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1.4.2. pH izmainas audzéja Sunas

Visa kermena skabju-bazu regulé$anas pamatprincips ir labvéliga ekstracelulara pH (pHe)
uzturéSana normas robezas (pHe ~7,4). pHe ir atkarigs no CO2 un HCOs™ koncentracijas, kas
veido biologisko buferSkidumu. Organisma plausas un nieres nodroSina nemainigu pHe,
kontrolgjot plazmas CO> koncentraciju, ta parcialo spiedienu, ka ar1 bikarbonatu koncentraciju
(HCO3). Ja skabju-bazu lidzsvars tiks izjaukts, nevélama ietekme uz pHe tiks mazinata,
pateicoties momentanai reakcijai ar biologisko buferskidumu, kam sekos 1€nakas fiziologiskas
izmainas, kas centisies atgriezt sakotn&jo CO parcialo spiedienu un bikarbonatu koncentraciju.
Galvenokart skabes organisma rodas no aerobas un anaerobas $iinu elpoSanas, kas veido CO>
un pienskabi. Ja skabe §tna tiktu uzkrata, intracelularais pH (pHi) samazinatos lidz bistami
zemam Ilimenim, kas novestu pie Stinu darbibas, augSanas un daliSanas trauc€jumiem, ka ari
izraisitu Stinu apoptozi. Tacu, lai izvairitos no $adam sekam, Stinas sp€j izveidot membranas
transporta mehanismus, kas var transportét skabes ekstracelularaja telpa, tada veida uzturot

labveligu pHi ~7,2 (61).

Lielakajai dalai audu normalos apstaklos pHe ir sarmains savukart pH; tuvinas neitralam,
tacu Otto Warburg 1930tajos gados pieradija, ka audz&ju S$inas, neatkarigi no pieejama
skabekla daudzuma, lielos daudzumos razo pienskabi, kas kopa ar nepietickamu S$iinu
apasinosanu un hipoksiju noved pie acidozes. Vélakos pétijumos tika atklats, ka audz&ju Stinas
acidoze ir nov€rojama tikai ekstracelularaja telpa, tacu intracelularaja telpa pH svarstibas bija
minimalas, pH;i drizak esot sarmainam, netraucgjot audz&ja $tnam proliferaciju. Sobrid jau ir
noskaidrots, ka zems pHe palidz véza Sinam augt un attistities, ka arT veidot metastazes (61).
Skabais pHe uzlabo ekstracelulara matriksa reorganiz&joSo proteazu, pieméram, matricas
metalloproteinazu un katepsina B ekspresiju, turklat paaugstinatais pH; rada vidi, kas uzlabo

jaunu aktina pavedienu veidoSanos, aktivéjot kofilinu, villinu, profilinu, tvinfilinu un talinu

(55).

Sis unikalais pH profils audzéja $inam lauj apiet $anu cikla parbaudes punktus un
izvairities no apoptozes celiem. Kad pHi > 7,2, palielinas ciklina atkarigas kinazes (CDK), ipasi
CDK1, aktivitate, kas palielina mitogéna aktivétas proteinkinazes (MAPK) celu aktivitati, kas
savukart stimul€ $tinu progresésanu no G2/M fazes uz S fazi, kura audzgja $iinas ir mazak

jutigas pret kimijterapiju un staru terapiju. Turklat paaugstinats pHi mazina kontrolpunktu

29



aktivitati, kas atbildigi par DNS bojajumiem un normalos apstaklos kavétu $iinu izieSanu no

G2/M fazes un talaku $tnu proliferaciju (55).

Audzgja mikrovide butiski ietekm& karcinomas veido$anas procesu, un biezi vien
apasinosana strauji proliferjoSajam audz€ju $iinam nav pietickama, radot hipoksiju un liekot
Sinam pielagoties jaunajiem apstakliem. Viena no biitiskakajam izmainam ir audzgja $inu
parieSana uz anaerobo glikolizi, ka rezultata pastiprinas $tinu acidoze (60). Papildus tam audz&ja
Stinas caur HIF-1a pastiprina hipoksijai raksturigo génu transkripciju, ka art CA9 transkripciju
— Wykoff et al. pétijjuma atklaja, ka CA9 géna promotera darbibu regulé HIF (62). Pédéjo gadu
laika ir atklats, ka a-CA gimene nodroSina audz€ju Stnam labvéligo ekstracelularo un
intracelularo pH atskiribu. Paslaik precizs darbibas mehanisms nav zinams, tacu pastav divas
hipotézes, skatit 1.4.2. att. (55). Turklat Andreucci et al. pétijuma konstatéja, ka parejas un

hroniskas ekstracelularas acidozes laika audz€ja Sunas palielina CA IX ekspresiju (63).
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1.4.2. att. CA funkcionala loma hipoksiska audzéja mikrovidé (A) 1. hipotéze: CA IX un CA XIlI
atrodas ekstracelularaja membrana blakus transportproteiniem, kas iesaistiti pH regulesana. Saja
gadijuma CA IX un CA XII darbojas kopa ar cyt-CA, lai parstradatu tidens substratus, CO2, HCO3z™ un
protons, lai saglabatu diferencialo pH mikrovidi $tina. (B) 2. hipotéze: ekstracelulara CA IX un CA XlI
darbojas, lai paaugstinatu pHe, kas ir samazinajies lidz <6,0 glikolizes blakusproduktu parmeérigas
izdali$anas del. Saja gadijuma CA IX un CA XII katalitiski veicina HCOs™ dehidrataciju un protonu
sekvestraciju. Tikmér cyt-CA darbojas, parvérsot lieko CO, uz HCOs', tadgjadi bufergjot pH; un
nodrosinot substratus, kas tiek nogadati uz ekstracelularo virsmu, kur tos talak izmanto CA IX un CA
XI1 (55).
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1.4.3. Potencialas zalu vielas, kas meérketas uz CA IX inhibiciju

Karcinomam raksturiga mikrovide veicina audzgja Stnu attistibu, ka arT mazina
terapeitisko lidzeklu efektivitati un palielina rezistences rasanas iesp&ju. CA IX ir viens no
enzimiem, kas palidz karcinomas $inam pielagoties un izmainit metabolisma celus, tadel
paslaik tiek pétitas vairakas vielas, kas $os mehanismus nomaktu (64). Tadas mazas molekulas,
ka SLC-0111 un E7070, un monoklonalas antivielas, pieméram, G250 tiek parbauditas
kliniskajos petijumos, un, lidz Sim iegitie dati, norada uz to efektivitati un nakotnes

pielietoSanas iesp&jam (57).

SLC-0111 (4-(4-fluorfenilureido)-benzolsulfonamids) ir sulfonamida oglskabes
anhidrazes inhibitors, kas dzivnieku modelos uzrada augstu CA IX un CA XII inhibiciju,
nodrosinot pretaudz€ja un metastazes mazinosas ipasibas. Turklat p&c arstesanas ar SLC-0111
novéro audzgja cilmes $iinu populacijas samazinasanos (65). 2014. gada tas nonaca klinisko
pétijumu pirmaja fazeé, kuru veiksmigi noslédza 2016. gada, ar iesp&jamo indikaciju pie

advancétam hipoksiskam karcinomam ar metastazém (57,65).

E7070 jeb indisulam ir hlorindolilsulfonamida pretvéza Iidzeklis, kas izraisa devas un
laika atkarigu Stinu cikla apstasanos G1 fazé un G1/S kontrolpunkta darbibas traucgjumus, un
S-fazes progresijas aizkavi (66). Sakotngji tika domats, ka indisulam savu pretaudzéja darbibu
galvenokart realizé caur saistiSanos ar CA IX cinka-saistoSo grupu, tacu pétijumos tika atklats,
ka Stnu cikla progresiju regule ta saistiSanas ar ciklina — atkarigajam kinazém un talaka to
inhibicija. Indisulam gan Eiropa, gan ASV klinisko pétijumu pirmaja fazé nonaca 2005. gada,

un paslaik ta iedarbiba un panesamibas spéja tick pétita jau klinisko p&tijumu otraja faze (57).

G250 jeb girentuximab ir peles monoklonalas antivielas (mAb) IgGl k vieglas kédes
himeriska versija, kas atpazist CA IX ka antigénu. Girentuximab pretvéza aktivitate rodas no
antivielu atkarigas $tnu citotoksicitates, tacu nevar izslégt ari citus mehanismus. Tomér
jaunakajos Kliniskajos pétijumos ar augsta riska ccRCC pacientiem netika atklati butiski
girentuximab kliskie ieguvumi (67). G250 var tikt konjuggts ar radioaktiviem agentiem un
Kimijterapijas zalem, tadgjadi palidzot tas specifiski nogadat uz audzgja Sinam. Kliniskajos
pétfjumos ir nonakusi girentuximab konjugacija ar radioaktivo I'¥' un konjugacija ar
radioaktivo 1'%, kas tiek testéti karcinomu radio-immuno detekcijai un radioimunoterapijai, kas
tiesi merketa uz cilvéka CA 1X (57). Turklat citas girentuximab konjugacijas, pieméram, ar

Y7Ly un %Y pelu modeli uzrada vél lielaku terapeitisko efektu (skatit 1.4.3.1. att.) (68).
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1.4.3.1. att. Izdzivo$anas Iiknes '1-cG250,'®*Re-MAG3-cG250,*°Y-1TC-Bz-DTPA-cG250, *'Lu-
ITC-Bz-DTPA-cG250 un kontroles grupam — ¢G250, PBS un 5,6 MBq [150 mCi] *Y-cU36 Dati

tika iegati, analiz&jot dzivotsp&ju pelém ar subkutaniem nieru $tinu audzgjiem.

VEél viena potenciali nieru karcinomas terapija piclictojama viela ir BAY 79-4620, kas ir
antivielas-zalu konjugats. Sis konjugats tika veidots no cilvéka antivielas fragmenta (Fab), kas
specifisks CA IX, un no citotoksiska kimijterapijas lidzekla monometiluristatina E. BAY 79-
4620 preklmiskajos petijumos pelu modelos uzradija specigu pretvéza efektivitati, un dazos
pétamajos modelos konstat€ja dal&ju vai pilnigu audz&ja sarausanos pat péc vienreiz&jas devas

sanemsanas (69).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Siunu atsaldéSana un izséSana

Aprikojums: centrifiiga, Gidens vanna-termostats, laminaras plismas skapis, inkubators ar

kontrolétu CO2 un t° reZimu;

Materiali un reagenti: serologiskas pipetes, Stnu kultivésanas flakoni (T75), sterili 15 mL
centrifugéSanas stobrini, sasaldétas RCC-MF un RC-124 suinas, barotnes — sagatavota RPMI
1640 barotne ar 4,5 g/L L-glutaminu (Gibco, Nr. 61870-010) un 10% licllopa fetalo serumu
(FBS) (50 mL=45 mL + 5 mL) RCC-MF sanam un McCoys 5A barotne ar 4,5 g/L glikozi, L-
glutaminu (Gibco, Nr. 26600-023) un 10% FBS RC-124 stnam.

SagatavoSanas darbam: 10-20 min pirms darba uzsaksanas dezinfic€ laminaras plusmas skapi
ar UV gaismu un tad apstrada ar 70% etilspirta Skidumu. Barotnes tidens vanna uzsilda Iidz
~37° C. Flakonus marké, noradot Stunu liniju, pasazas numuru, izséSanas datumu un darba
veicgja inicialus. Visus piederumus un reagentu traukus, kas nav uzskatami par steriliem, pirms

ieneSanas laminara dezinfice ar 70% etilspirta Skidumu.
Darba gaita:

1. 15 mL centrifug€Sanas stobrina iepilda 9 mL uzsilditas barotnes;

2. Sasaldétas Stinas atkaus€, maigi $tipojot Kriostobrinu tidens vanna ~1 min;

3. Ar serologisko pipeti parnes kriostobrina saturu 15 mL centrifugéSanas stobrina ar
barotni;

4. Centrifuge iegiito suspensiju Smin pie 300 g, lai atbrivotos no dimetilsulfoksida;

5. Nolej centrifugatu, un resuspendé $tinas 10 mL barotnes;

6. Ar serologisko pipeti parnes barotni ar $inam uz atbilsto$i nomarkéto T75 flakonu, to
aizskriivé un nedaudz pasiipo, lai Stinas vienmerigi sadalitos pa flakona laukumu;

7. Sinas kultivé inkubatora 37° C pie 5% CO;

8. Darbibas atkarto ar otras linijas Stinam.

Darba beigSana: izsledz izmantoto aprikojumu, izmet atkritumos vienreiz lietojamos
piederumus, ar detergenta palidzibu neitralizé biologisko materialu, izmazga, noslauka un ar
70% etanola Skidumu dezinfic€ lietotos traukus, notira laminaras plismas skapi ar 70%

etilspirta §kidumu, un tad to 10-20 min apstrada ar UV gaismu. Atlikugas barotnes ievieto 4° C
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temperatiira. Nakamaja diena ar serologisko pipesu palidzibu nomaina barotnes, lai atbrivotos

no $Unam iesp&jams toksiskam vielam.

2.2. Sunu parséSana

Aprikojums: gaismas mikroskops (AMG EVOS xl), laminaras plismas skapis, inkubators ar

kontrolétu CO, un t° reZimu, centrifliga, tidens vanna-termostats;

Materiali un reagenti: serologiskas pipetes (10 mL, 5 mL), stnu kultivéSanas flakoni (T75),
sterili 15 mL centriftigas stobrini, Tryple Express, fosfora bufera skidums (PBS), barotnes —
sagatavota RPMI 1640 barotne ar 4,5 g/L L-glutaminu (Gibco, Nr. 61870-010) un 10% FBS
RCC-MF suanam vai McCoys 5A barotne ar 4,5 g/L glikozi, L-glutaminu (Gibco, Nr. 26600-
023) un 10% FBS RC-124 sanam.

Sagatavosanas darbam: Izmantojot mikroskopu, nosaka, vai barotne ar S$Gnam nav
kontamin&ta un vai Stinas ir sasniegusas izmerus, kad tas nepiecieSams parsét (sapliidusas >80%
stunu). 10-20 min pirms darba uzsaksanas dezinfic€ laminaras pliismas skapi ar UV gaismu un
tad apstrada ar 70% etilspirta $kidumu. Jaunas barotnes un Tryple Express tidens vanna uzsilda
lidz ~37° C. Jaunos flakonus marke, noradot $iinu Iiniju, pasazas numuru, parsésanas datumu
un darba veicgja inicialus. Visus piederumus un reagentu traukus, kas nav uzskatami par

steriliem, pirms ienesanas laminara dezinficg ar 70% etilspirta Skidumu.
Darba gaita:

1. Pars€jamo Stnu flakonu iznem no inkubatora;

2. Ar serologiskas pipetes palidzibu no flakona izlej veco barotni;

3. Siinas uzmanigi skalo ar 10mL PBS;

4. Ar serologiskas pipetes palidzibu nolej PBS, un ar jaunu serologisko pipeti pievieno
3mL Tryple Express;

5. Aizskruvé flakonu, un ar rot€joSam kustibam noklaj $tinu slani ar Tryple Express, liek

flakonu inkubatora 37° C uz ~4 min;
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6. Ar mikroskopu parbauda, vai Stinas ir atdalfjusas no flakona sieninam un brivi peld
Skiduma. NepiecieSamibas gadifjuma atdaliSanos stimulé mehaniski, viegli piesitot
flakona sieninam no arpuses;

7. Flakona pievieno jauno barotni Iidz kopg&jam $kiduma tilpumam 10 mL, parnes iegiito
suspensiju 15 mL centrifugéSanas stobrina, ko ievieto centrifiiga uz 5 min ar 300 g;

8. Nolej centrifugatu, resuspendé iegiitas Stinu nogulsnes 3 mL jaunas barotnes;

9. 1/3 dalu (1 mL) suspensijas parnes ieprieks nomarkétaja T75 flakona, pievieno 10mL
jaunas barotnes, flakonu aizskriive, un $tinas kultivé inkubatora 37° C pie 5% CO;

koncentracijas.

Darba beigSana: izslédz izmantoto aprikojumu, izmet atkritumos izlietotos flakonus un
vienreiz lietojamos piederumus, ar detergenta palidzibu neitralizé biologisko materialu,
izmazga, noslauka un ar 70% etanola $kidumu dezinfic€ lietotos traukus, notira laminaras
plismas skapi ar 70% etilspirta Skidumu, un tad to 10-20 min apstrada ar UV gaismu. Atlikusas
barotnes un Tryple Express ievieto 4° C temperatiira.

2.3. Plusmas citometrija

Aprikojums: Gidens vanna-termstats, centrifiga, laminaras pliismas skapis, plismas citometrs

Amnis ImageStreamX MKII, Luna $tnu skaititajs.

Materiali un reagenti: serologiskas pipetes, mikropipetes, pipesu uzgali, 1 mL §lirces, 40 um
Stnu streineris, parafilma, $tinu skaitiSanas kambaris, Stinu skaititajs, 15 mL centrifugéSanas
stobrini, 1,5 mL centrifugéSanas stobrini, PBS, FBS, Tryple Express, tripanzila krasviela,
antivielas anti-CA9-APC (R&D Systhems, Nr. FAB2188A) un anti-lgG2a-APC (R&D
Systhems, Nr. IC003A), PBS + 4% FBS skidums, PBS + 10% FBS skidums, barotnes —
sagatavota RPMI 1640 barotne ar 4,5 g/L L-glutaminu (Gibco, Nr. 61870-010) un 10% liellopa
fetalo serumu (FBS) RCC-MF §tnam vai McCoys 5A barotne ar 4,5 g/L glikozi, L-glutaminu
(Gibco, Nr. 26600-023) un 10% FBS RC-124 stnam.

SagatavoSanas darbam: 10-20 min pirms darba uzsaksanas dezinfic€ laminaras plismas skapi

ar UV gaismu un tad apstrada ar 70% etilspirta Skidumu. Barotnes un Tryple Express tidens
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vanna uzsilda 1idz ~37° C. Visus piederumus un reagentu traukus, kas nav uzskatami par

steriliem, pirms ieneSanas laminara dezinfice ar 70% etilspirta Skidumu.

Darba gaita:

1
2
3.
4

10.

11.
12.

13

. Plusmas citometrijai paredz&tas Stnu Imijas flakonu iznem no inkubatora;

. Ar serologiskas pipetes palidzibu no flakona izlej barotni;

Siinas skalo ar 10 mL PBS;

. Ar serologiskas pipetes palidzibu nolej PBS, un ar jaunu serologisko pipeti T75

flakonam pievieno 3 mL Tryple Express.

Flakonu aizskriivé un ar rot€josam kustibam noklaj Stinu slani ar Tryple Express, liek

flakonu inkubatora 37° C uz ~4 min;

Flakona pievieno 8 mL barotnes, parnes iegtito suspensiju uz 15 mL centrifugéSanas

stobrinu, un to centrifugé 5 min pie 300 g;

Nolej centrifugatu, resuspendé iegitas Stunu nogulsnes 1 mL barotnes;

Skaita Siinas:

a) 10 um resuspendéto Stinu parnes uz parafilmas;

b) S@nam pievieno 10 pL tripanzilas krasvielas;

c) Kartigi sapipeté un 10 pL iepilda $tnu skaitiSanas kambari, $tinu skaitiSanu veicot
ar Luna skaititaju;

d) Stnu skaiti§anas kambari ievieto §inu skaititaja, iegast $inu skaitu 1 mL $kiduma;

Parnes 3 paraugiem nepiecieSsamo $iinu skaitu (Katra parauga 2,5*10° $iinas, tatad kopa

7,5*10° §tinas) uz 1,5 mL centrifugé$anas stobrinu un papildina ar 1 mL PBS + 4% FBS

Skidumu,

a) Nem aptuveni 130-150% no nepieciesama skaita, jo darba gaita var rasties zudumi;

Stinas ar $lirces palidzibu laiz caur $tinu 40 mikrometru neilona sietu, parnesot tas jauna

1,5 mL centrifugéSanas stobrina;

Stinas centrifugé 3 miniites pie 300 g;

Nolej centrifugatu, un 10 min istabas temperatiira inkubg $tinas 1 mL PBS + 10% FBS,

lai samazinatu nespecifisko antivielu saistiSanos. Tikmér sagatavo 3 pliismas

citometrijas stobrinus un antivielas;

. Tad atkal veic parauga centrifugé$anu 3 min pie 300 g;
14.

Nolej centrifugatu, un resuspendg Siinas ar PBS + 4% FBS Iidz aptuvenai koncentracijai
0,75 x 10° $tinas/100 pL;
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15. Katra plismas citometrijas stobrina iepilda ~50 pL iegitas Stnu suspensijas. Viens
stobrin$ tiks izmantots izotipu kontrolei ar anti-1G2a-APC, otrs — inkubacijai ar CA IX
antivielu anti-CA9-APC, bet tresais — negativajai kontrolei, stobrinus attiecigi nomarke;

16. 1zotipu kontroles paraugam pievieno 9 uL PBS + 4% FBS $kidumu un 1 uL anti-lgG2a-
APC, lai antivielas gala atSkaidijums batu 1:60;

17. CAQ9 testa paraugam pievieno 9 uL PBS + 4% FBS $kidumu un 1 uL anti-CA9-APC,
lai antivielas gala atskaidijums bitu 1:60;

18. Negativas kontroles paraugam pievieno 10 uL PBS + 4% FBS skidumu;

19. Visus tris paraugus inkubg istabas temperattira 30 mintites. Inkubacijas laika sagatavo
darbam plismas citometru;

20. P&c inkubacijas paraugus centrifugé 3 min pie 300 g, tad nolej centrifugatu;

21. Stinas divas reizes mazga ar 500 pL PBS + 4% FBS $kidumu (vienreiz pievieno 500
uL, centrifugg pie 300 g, nolej centrifugatu, darbibu atkarto);

22. Péc mazgasanas iegiitas Stinu nogulsnes resuspende 30 uL PBS + 4% FBS skiduma;

23. Veic pliusmas citometriju, izmantojot Amnis ImageStreamX MKII, analizg iegitos
datus;

24. Darbibas atkarto ar RCC-MF/RC-124 $tinam.

Darba beigSana: izslédz izmantoto aprikojumu, izmet atkritumos vienreiz lietojamos
piederumus, ar detergenta palidzibu neitralizé biologisko materialu, izmazga, noslauka un ar
70% etanola $kidumu dezinficé lietotos traukus, notira laminaras plismas skapi ar 70%
etilspirta §kidumu, un 10-20 min to apstrada ar UV gaismu. Atlikusas barotnes, Tryple Express

un antivielas ievieto 4° C temperatiira.

2.4. CA IX antivielas titréSana plismas citometrijas metodes izstradei

Paraugu sagatavoSana notiek atbilstoSi iepriekS aprakstitajam pliismas citometrijas
protokolam, izmantojot RCC-MF un RC-124 §tnu Iinijas, un antivielu anti-CA9-APC (R&D
Systhems, Nr. FAB2188A). Katrai $tnu linijai tiek pagatavoti 6 paraugi ar atskirigu kopgjo
antivielas gala atSkaidijumu — 1:60, 1:120, 1:240, 1:480, 1:960 un paraugs bez pievienotas
antivielas. Lai noskaidrotu optimalo koncentraciju, kura antiviela visefektivak saistas ar tai

specifisko protenu, ar visiem paraugiem tiek veikta plismas citometrija.
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3. REZULTATI

3.1. Siinu kultivé$ana

Lai $tinas var€tu izmantot plismas citometrijai, tas pec izs€Sanas tika audz€tas aptuveni
nedelu. RC-124 un RCC-MF siinu liniju morfologiska uzbtve var tikt aplikota 3.1.1. un 3.1.2.
att€la, kas iegiti, Stnas aplikojot ar gaismas mikroskopu (AMG EVOS xl). RC-124 §tnas ir
aptuveni vienada lieluma, blivi noklajusas flakona pamatni, $Sinam nov&rojama fibroblastiem
raksturiga varpstveida forma, tacu RCC-MF $iinas dazada izm@ra un formas, nevienmerigi
noklajot flakona pamatni. Atteli tika uznemti 3 dienas p&c $tinu izs€Sanas 10x palielinajuma.
Apliikojot tos, var noverot atskirigo $tinu liniju morfologiju un augsanas atrumu. RC-124 $tinas
nakamaja diena tika parsetas, lai izvairitos no $tinu bojaejas, ko izraisitu to parak lielais blivums

barotne.

3.1.1. att. RC-124 §iinas 10x palielinajuma Nogriezna mérogs 400 um
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3.1.2. att. RCC-MF $iinas 10x palielinajuma Nogriezna mérogs 400 pm

3.2. Siinu skaiti¥ana

Stnu skaiti§anai tika izmantots Luna $tnu skaititajs, RC-124 un RCC-MF sinu

skaitiSanas att€lus var apliikot 3.2.1. un 3.2.2. attéla.

3.2.1. att. RC-124 $iinu skaiti§anas attéli (A) 1x palielinajums; (B) 16x palielinajums; zals — veselas

Stinas, sarkans — bojatas Stinas (K. Pleiko pers. zin.)
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3.2.2. att. RCC-MF S$iinu skaitiSanas attéli (A) 1x palielinajums; (B) 16x palielinajums; zals -

veselas $iinas, sarkans — bojatas stinas (K. Pleiko pers. zin.)

RC-124 stinas uzradija 93,8% dzivotsp&ju un videjo Stnu izméru 13,4 pum, savukart RCC-
MF sitinas uzradija 87% dzivotsp&ju un vidgjo Stnu izméru 14,8 pm. RC-124 parauga kopgja
$tnu koncentracija bija 7.68 x 108 $iinas/mL, kamér dzivo $iinu koncentracija bija 7.21 x 10°
§tinas/mL un apoptotisko $tinu koncentracija bija 4.77 x 10° $tinas/mL. RCC-MF parauga
kop&ja $iinu koncentracija bija 8.32 x 10° stinas/mL, dzivo $iinu koncentracija bija 7.24 x 10°
$tinas/mL, bet apoptotisko §tinu koncentracija bija 1.08 x 10° §tinas/mL, $tinu koncentracijas

atkariba no $iinu lieluma var aplikot 3.2.3. attéla.

(x10e5/mL) (x10e5/mL)
8T 1T 1 1 T 54 7T

......................................................

T 1 e 27|

____________

.......................................................

phoast ot & @ & Al e L
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Cell size (um) Cell size (um)

3.2.3. att. Histogrammas $iinu koncentracijai at§kirigos $inu lielumos (A) — RC-124; (B) — RCC-

MF; zals — dzivas $tunas, sarkans — apoptotiskas $tnas (K. Pleiko pers. zin.)

Augstak minétie dati raksturo vidéjos RC-124 un RCC-MF S§tinu parametrus, kas tiek

iegliti parauga sagatavoSana un raksturigi konkrétai $tinu Imijai.
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3.3. Plusmas citometrija

Plismas citometrija tika veikta gaiSo $Gnu nieru karcinomas $tinam RCC-MF, kam
raksturiga CA 1X ekspresija, un nieru proksimalo kanalinu epitélija Sinam RC-124. No katras
Stnu linijas tika sagatavoti tris paraugi — CA IX (ar anti-CA9-APC), izotipu kontroles (ar anti-
IgG2-APC) un negativas kontroles paraugi.

Veicot plismas citometriju ar RCC-MF un RC-124 stnu Iniju CA IX paraugiem, uz
RCC-MF $tinu membranam noveéroja fluorescenci pie 650-700 nm (sarkana krasa), kas liecinaja
par CA IX ekspresiju, tacu RC-124 stinam fluorescence pie $ada vilna garuma netika noverota,
skatit 3.3.1. att€lu. APC (allofikocianina) fluorohroma ierosinasanas mediana ir ~650 nm, bet
emisijas maksimums — 660 nm, APC ierosinasanas un emisijas spektru var aplikot 3.3.2. attéla
(70).

| ====10 pm
D Cho5

7 PJ---10pm

3.3.1. att. CA IX ekspresija uz $iinu membranas RCC-MF un RC-124 $inam (A) - RCC-MF CA

IX parauga $tna Brightfield lazera kanala; (B) — ar 642 nm lazeri ierosinata fluorescence RCC-MF CA
IX parauga $una; (C) —RC-124 CA IX parauga $tina Brightfield lazera kanala; (D) — ar 642 nm lazeri

ierosinata fluorescence RC-124 CA IX $tna
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3.3.2. att. APC fluorohroma ierosinasanas un emisijas spektri (70)
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Lai sekmigi veiktu datu analizi, bija nepiecieSams atlasit individualu $tnu populaciju (

veikt Gating). Tas lava analizét atseviSskas konkréta izméra Stinas, analizé neieklaujot $tinu

dupletus un parauga sagatavosanas laika bojatas Stinas, ka arf to atseviskas dalinas. Gating tika

veikts abu S§Gnu Imiju negativas kontroles paraugiem, atlasot $tinas noteikta regiona un

izveidojot veidnes, kas tika izmantotas, lai atlasitu $tinu populacijas izotipu kontroles un CA IX

paraugos, nodro$inot vienotu principu $tinu atlasei. Gating veikSanas principus un atlasitas $tinu

populacijas var apliikot 3.3.3. un 3.3.4. attéla.
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Population Count | %Gated | Mean Median Std. Dev. cv Mode
RC-124_NC_AlI_Cells 8110 | 100 44217, 0.8294 391.75, 0.8857 167.22, 0.1485 37.82, 17.9 350.88, 0.9325
RC-124_NC_SingleCells 5955 | 734 374.95, 0.8987 371.5, 0.9074 61.33, 0.05582 16.36, 6.212 344.76, 0.934

3.3.3. att. Siinu populicijas atlase negativias kontroles paraugam RC-124 §iinam Attgla iesp&jams
aplukot arT vienu atlasitas Stinu populacijas parstavi ar Nr. 52045 un analize neieklautas $tinu populacijas
parstavi ar Nr. 75161, ka arT §iinu statistiskos raditajus. Saja gadfjuma datu analizé ieklauta $tinu
populacija saturgja 73,4% no visam negativas kontroles parauga $§inam, un atlasitas populacijas vienas
$tnas vidgjais laukums bija 374,95 um?
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Population Count | %Gated | Mean Median Std. Dev. cv Mode
RCC-MF_AII_NK_Cells 15017 | 100 539.14, 0.8221 462.5, 0.8835 275.69, 0.154 51.13, 18.73 334.31, 0.9465
RCC-MF_NK_SingleCells 9417 62.7 406.35, 0.9129 392.5, 0.921 105.8, 0.04882 26.04, 5.348 331.45, 0.944

3.3.4. att. Siinu populacijas atlase negativas kontroles paraugam RCC-MF §iinam Attla iespgjams
aplukot arT vienu atlasitas populacijas parstavi ar Nr. 214094 un analizé neieklautas $tinu populacijas
parstavi ar Nr. 244307, ka arT §inu statistiskos raditajus. Saja gadijuma datu analizé ieklauta $tnu
populacija saturgja 62,7% no visam negativas kontroles parauga $tinam, un atlasitas populacijas vienas
$tinas vid&jais laukums bija 406,35 pm?.
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Stnu fluorescences intensitates un biezuma noteik3anai katram paraugam, atbilstosi
ieglitajiem datiem, tika izveidotas histogrammas. RC-124 sunu Iinijai gan CA IX, gan izotipu,
gan negativas kontroles paraugos §inam emisija novérojama robezas no 10° lidz 10* (3.3.5.
att€ls). CA IX paraugam emisijas intensitates moda bija 5636,32, bet mediana — 5380,45.
Izotipu kontroles paraugam emisijas intensitates moda bija 4446,53, bet mediana — 4679,27.
Negativas kontroles parauga statistiskie dati bija loti lidzigi izotipu kontroles paraugam,

emisijas modu uzradot intensitaté 4770,89, bet medianu — 4797,6.

A rc-124_CA9-RC-124_CA9 B rc-124_igG-RC-124_CA9 C rc-124_NC-RC-124_CA9
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Intensity_MC_Ch05 Intensity_MC_Ch05 Intensity_MC_Ch05
Count | %Gated | Mean Median | Mode Count | %Gated | Mean Median | Mode Count | %Gated | Mean Median | Mode
5854 | 100 6727.52 | 5380.45 | 5636.32 || 6162 | 100 4928.76 | 4679.27 | 4446.53 || 5955 | 100 5037.37 | 4797.6 | 4770.89

3.3.5. att. RC-124 §iinu Iinijas paraugu fluorescences intensitate (A) — CA IX paraugs; (B) — izotipu

kontroles paraugs; (C) — negativas kontroles paraugs.

RCC-MF $inu linijas paraugu histogrammas var€ja novérot, ka izotipu un negativas
kontroles paraugos $inu gaismas emisijas maksimums joprojam bija robezas no 10%Iidz 10%,
tatu CA IX parauga histogramma emisijas intensitates likne savu maksimumu sasniedza
robezas no 10% Iidz 10° (3.3.6. attéls). CA IX paraugam emisijas intensitites moda bija
24238,86, bet mediana — 30325,52, kas butiski atSkiras no izotipu kontroles un negativas
kontroles paraugiem. Izotipu kontroles parauga emisijas moda ir 2952,62, mediana — 3026,98.

Savukart negativas kontroles paurauga emisijas moda bija 2937,36, bet mediana — 3587,51.
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Count | %Gated | Mean Median Mode [ Count | %Gated [ Mean [ Median [ Mode | | Count | %Gated | Mean Median Mode
5065 | 100 36651.34 | 3032552 | 24238.86 | [ 9270 | 100 | 3747.38 | 3026.98 | 295262 || 9417 | 100 4238.57 | 3587.51 2937.36

3.3.6. att. RCC-MF §iinu Iinijas paraugu fluorescences intensitate (A) — CA IX paraugs; (B) — izotipu

kontroles paraugs; (C) — negativas kontroles paraugs.
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Rezultatu uzskatamakai analizei histogrammas S$tnu Imijas ietvaros tika savstarpgji
parklatas, skatit 3.3.7. un 3.3.8. att€lu. Ka var novérot, tad RC-124 $tinu Iinijas paraugu emisijas
maksimumi atrodas loti tuvu viens otram, izotipu kontroles un negativas kontroles Iikném
pilniba parklajoties, kas ir saistits ar statistisko raditaju Iidzibu. CA IX parauga histogramma
nedaudz atskiras no iepriek$¢jiem paraugiem, tacu atskiriba ir maza, intensitates maksimumam
saskanot ar izotipu un negativas kontroles paraugiem (robezas no 10°Iidz 10%) un statistiskajiem
raditajiem bitiski neatSkiroties.

RC-124 fluorescence

2.57

Normalized Frequency

L R H R | [ERNRUR PR P LR |
1e3 1e4 1e5
Intensity_MC_Ch05

Intensity MC_Ch05

Population Count | % Gated | Mean Median | Std. Dev. |CV Mode
rc-124_CA9 5854 | 100 6727.52 | 5380.45 | 11363.06 | 168.9 | 5636.32
rc-124_igG 6162 | 100 4928.76 | 4679.27 | 2233.92 | 45.32 | 4446.53
RC-124_NC_SingleCells 5955 | 100 5037.37 | 4797.6 1918.91 38.09 | 4770.89

3.3.7. att. RC-124 $iinu Iinijas fluorescences intensitates histogrammu parklajums sarkans — CA IX
paraugs, — izotipu kontroles paraugs, zils — negativas kontroles paraugs; Attéla iesp&jams aplikot
histogrammu statistiskos raditajus un katra parauga histogrammas medianas apvidi fikséto s$iinu attélus,

kas ieguti, tas ierosinot ar 642 nm lazeri.

Savukart, apliikojot RCC-MF $itinu linijas paraugus, var novérot, ka izotipu un negativas
kontroles paraugos emisija notiek vienadas robezas (no 10° Iidz 10%), ka ari to histogrammu
statistiskie raditaji ir Iidzigi, histogrammu parklajuma emisijas likném esot loti tuvu. Tacu CA
IX parauga fluorescences intensitates likne ir nobidijusies pa labi, intensitates maksimumu

uzradot robeZas no 10* lidz 10°.
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RCC-MF fluorescence
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Population Count | %Gated | Mean Median Std. Dev. | CV Mode
RCC-MF_CA9 | 5065 | 100 36651.34 | 30325.52 | 26227.48 | 71.56 24238.86
RCC-MF_IgG 9270 | 100 3747.38 3026.98 5128.61 136.86 | 2952.62
RCC-MF_NK 9417 | 100 4238.57 3587.51 3059.33 72.18 2937.36

3.3.8. att. RCC-MF §iinu Iinijas fluorescences intensitates histogrammu parklajums sarkans — CA
IX paraugs, — izotipu kontroles paraugs, zils — negativas kontroles paraugs; Attéla iespgjams
apliikot histogrammu statistiskos raditajus un katra parauga histogrammas medianas apvidi fiks&to $tinu

att€lus, kas iegiti, tas ierosinot ar 642 nm lazeri.

Iegitie rezultati norada, ka gaiSo $inu nieru karcinomas $tnu linija (RCC-MF) no nieru
proksimalo kanalinu Stnu Iinijas (RC-124) atSkiras ar oglskabes anhidrazes IX ekspresiju $iinu
membranas. Tade] CA IX ekspresija varétu tikt uzskatita par raksturlielumu, ar ko noteikt
ccRCC, turklat efektiva metode §1 mérka sasniegSanai varétu bit plismas citometrija. Tacu
paslaik komerciali pieejamas ccRCC $iinu Iinijas nesp€j pilniba atspogulot audzgja individualo
genétisko heterogenitati (71). Lai gan lielakajai dalai ccRCC gadijumu ir mutéts VHL géns, kas
atbildigs par CA IX ekspresijas palielinasanu, audzgja attistiba var biit saistita ar mutacijam

citos génos, pieméram, izmainam PBRMI1 vai BAP1 génos, kas neizmaina CA IX ekspresiju.

Paaugstinats oglskabes anhidrazes IX limenis ccRCC pacientu asins plazma tiek saistits
ar velaku audz€ja attistibas stadiju, ka arT palielinatu VEGF ekspresiju, kas kopuma veicina
audzgja Sunu invazivitati un metastazu veidosanos (56). Lai veiktu savstarpgju CA IX
ekspresijas salidzinajumu, izmantojot izstradato un validéto plusmas citometrijas CA IX
ekspresijas analizi, tika analiz€tas no pacienta izolétas gaiSo Stinu nieru karcinomas un no
blakusesosajiem veselajiem audiem iegtitas primaras Stinas. ccCRCC primaro $iinu izdaliSana un

kultivésana tika veikta p&c Lobo et al. petijuma izstradata un validéta protokola, kas paredzets
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no pacientiem izdalito primaro $iinu veiksmigai kultivéSanai un to talakai izmantoSanai

pétijumos un personaliz&tas terapijas izstradei, skatit 3.3.9. att€lu (71).
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5 ' e/ [
7 R y

1 b
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I|I||Hlllilllll.|.'n !I!'!]![{‘,'(I!I 1 I(l I]ln!!”_}flf“l.l."
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VHLwt VHLmut VHLwt
66.7% 84.6% 70.6%
success success success
Combined success = 90%

3.3.9. att. No pacientiem izdalito primaro $iinu kultivé$anas protokola shema (71)

Kad no pacienta izolétas ccRCC primaras $tinas tika veiksmigi apstradatas un kultivétas,
ar tam tika veikta pliismas citometrija. No primarajam ccRCC $tinam tika pagatavoti 3 paraugi

— CA IX (anti-CA9-APC), izotipu kontroles (anti-lgG2-APC) un negativas kontroles paraugs.
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Sekmigai CA IX ekspresijas datu interpretacijai Visos sagatavotajos paraugos tika
atlasitas atseviskas $tinu populacijas, analizg neieklaujot paraugu sagatavosanas laika traumétas

Stinas un to dupletus. Gating veik$anas principu primaro ccRCC stinu CA IX, izotipu kontroles

paraugam un negativas kontroles paraugam var aplukot 3.3.10., 3.3.11. un 3.3.12. att€la.

focus-rcc07-ca9_1

Aspect Ratio_M04

300 600 900 1.2e3 1.5e3 1.8e3

Area_MO04
Area_M04
Population Count | %Gated | Mean Median Std. Dev. cv Mode
focus 37487 | 100 56.45, 0.8273 16.5, 0.8895 134.51, 0.1605 238.28, 19.4 20.09, 0.9015
single & focus | 1908 | 5.09 548.59, 0.9056 585.38, 0.9189 218.57, 0.06215 39.84, 6.863 575.23, 0.947

3.3.10. att. Siinu populicijas atlase CA IX paraugam primarajas ccRCC §iinas Attgla iesp&jams
aplukot vienu atlasitas Stinu populacijas parstavi ar Nr. 828, analiz€ neieklauto §tinu populaciju parstavi
ar Nr. 13598 un parstavi ar Nr. 28372, ka ar §iinu statistiskos raditajus. Saja gadijuma datu analizé
ieklauta stinu populacija saturgja 5,09% no visam CA IX parauga §inam, un atlasitas populacijas vienas

$tnas vidgjais laukums bija 548,59 um? (K. Krims-Davis nepubl. dati).
focus-rcc07-igg_2

Aspect Ratio_M04

T T T T T
500 1e3 1.5e3 2e3 2.5e3

Area_M04

Area_M04

Population Count | %Gated | Mean Median Std. Dev. cv Mode

focus 32999 | 100 87.79, 0.8314 16.5, 0.8934 194.86, 0.1608 221.96, 19.34 27.22, 0.9025
single & focus | 3108 | 9.42 613.79, 0.9139 631, 0.9281 193.56, 0.05845 31.54, 6.395 586.66, 0.948

3.3.11. att. Siinu populicijas atlase izotipu kontroles paraugam primarajas ccRCC $iinas Attgla
iespgjams aplukot vienu atlasitas Siinu populacijas parstavi ar Nr. 4884, analiz€ neieklauto S$tinu
populaciju parstavi ar Nr. 6603 un parstavi ar Nr. 17353, ka ari $iinu statistiskos raditajus. Saja gadijuma
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datu analizg ieklauta Stinu populacija saturéja 9,42% no visam izotipu kontroles parauga $tinam, un

atlasitas populacijas vienas $inas vidgjais laukums bija 613,79 pm? (K. Krims-Davis nepubl. dati).

focus-rcc07-nk_3

Aspect Ratio_MO04

0_
1 T [ 1 T T
500 1e3 1.5e3 2e3 2.5e3 3e!
Area_M04

Area_MO04
Population Count | %Gated | Mean Median Std. Dev. cv Mode
focus 21526 | 100 115.94, 0.8342 17, 0.8959 228.28, 0.1604 196.89, 19.23 28.52, 0.9025
single & focus | 2940 13.7 612.17, 0.9197 623, 0.9367 185.1, 0.05898 30.24, 6.413 614.63, 0.958

3.3.12. att. Siinu populacijas atlase negativas kontroles paraugam primarajas ccRCC $inas Attgla
iespgjams aplukot vienu atlasitas $iinu populacijas parstavi ar Nr. 1336, analiz€ neieklauto $tinu

-

populaciju parstavi ar Nr. 9201 un parstavi ar Nr. 41929, ka ar §iinu statistiskos raditajus. Saja gadijuma
datu analiz€ ieklauta Stnu populacija saturgja 13,7% no visam negativas kontroles parauga §iinam, un

atlasitas populacijas vienas $iinas vidgjais laukums bija 612,17 um? (K. Krims-Davis nepubl. dati).

Atbilstosi iegiitajiem datiem, katram primaro ccRCC Stunu paraugam tika izveidotas
histogrammas $tnu fluorescences intensitates un biezuma noteikSanai (3.3.13. attéls). Gan CA
IX, gan izotipu kontroles, gan negativas kontroles paraugiem emisijas maksimumi tika sasniegti
intensitates robezas no 10* lidz 10°. CA IX parauga emisijas moda bija 1257,52, medidna —
24149, izotipu kontroles parauga moda bija 21587,64 un mediana — 24090,74, kam@r negativas
kontroles paraugam moda bija 17269,08, medianai — 23678,73.

A single -rcc07-ca9_1 B single -rcc07-igg_2 C single -rcc07-nk_3
1.5 15+
i 1.2
g2 5127
5 ) 5
g o9 Sos9- g 097
w w w
3 3 3
N 0.6 Nos- 0.6
@ [ [}
E E E
o (=} o
Z 0.3 Z0.3- Z 0.3
0- 0- 0-
0 1e3 1e4 1e5 le3 0 1e3 1e4 1e5 le3 0 1e3 1ed 1e5
Intensity_MC_Ch0S Intensity_MC_Ch05 Intensity_MC_Ch05
Intensity_MC_Ch05 Intensity_ MC_Ch05 Intensity_ MC_Ch05
[Count [ %Gated [ Mean [ Median [ Mode | [ Count [ %Gated [ Mean [ Median | Mode | [Count] %Gated | Mean [ Median [ Mode
[ 1908 | 100 [ 2922217 | 24149 | 125752 | [ 3108 | 100 [ 28060.19 | 24090.74 | 21587.64 | [ 2040 [ 100 [ 2764389 | 23678.73 | 17269.08 |

3.3.13. att. ¢ccRCC primaro $iinu paraugu fluorescences intensitate (A) — CA IX paraugs; (B) —

izotipu kontroles paraugs; (C) — negativas kontroles paraugs.
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Rezultatu uzskatamakai analizei paraugu histogrammas tika savstarpgji parklatas, skatit
3.3.14. attelu. Ka var noverot, tad lidzigo statistisko raditaju dé] ccRCC primaro §iinu paraugu

emisijas liknes savstarp&ji parklajas, emisijas maksimumam esot robezas no 10* lidz 10°.

RCCO7 fluorescence
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Population Count | %Gated | Mean Median Std. Dev. | CV Mode
CA9-single cells 1908 | 100 2022217 | 24149 25267.04 | 86.47 | 1257.52
IgG2-single cells | 3108 | 100 28060.19 | 24090.74 | 20626.33 | 73.51 | 21587.64
NK-single cells 2940 | 100 27643.89 | 23678.73 | 20103.81 | 72.72 | 17269.08

3.3.14. att. No pacienta izdalito primaro ccRCC Siinu fluorescences intensitates histogrammu

parklajums sarkans — CA IX paraugs, — izotipu kontroles paraugs, zils — negativas kontroles

paraugs. Attela iesp&jams aplikot histogrammu statistiskos raditajus un katra parauga histogrammas
medianas apvidi fikséto §tnu attélus, kas iegiiti, tas ierosinot ar 642 nm lazeri (K. Krims-Davis nepubl.

dati).

Sie dati norada uz atskiribam starp ccRCC komerciali pieejamajam $Gnu liijam un
primarajam ccRCC pacientu Stinam. Konkrétaja gadijuma nav novérota CA IX parauga
emisijas intensitates liknes nobide, kas norada uz CA IX iztrikumu audzgja audos. Rezultata
var secinat, ka CA IX ir raksturigs gaiSo Stnu nieru karcinomas markieris laboratorija
izmantojamam S$tnu kultiram, tacu kliniskos gadijumos CA IX nevajadzétu izmantot ka
individualu markieri, un apliikot to kombinacija ar citiem ccRCC raksturigajiem parametriem.
Karcinomu $iinu linijas nesp€j pilniba atspogulot visus cilvéka audzg€ja Sinu molekularos
mehanismus, pédéjo gadu pétijumi liecina, ka komerciali pieejamajo Stnu Imiju klmiskas un
genoma iezimes vairak atbilst un reprezent agresivakas karcinomu formas un pedgjo stadiju

audzgjus (72).

Primaro $tinu gaiSo $tinu nieru karcinomas parauga nenovérota CA IX ekspresija liecina
par atSkiritbam starp ilgsto§i audzétam Sunu Iinijjam, kas kultivéSanas laika zaudg&juSas
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heterogenitati, un no pacienta iegltiem primarajiem paraugiem, kas precizak reprezente
audz&jos novérojamo heterogenitati. Sis atkiribas rodas no génu dazada transkripcijas limena
audz€ja un Sunu Inija. Ir pieradits, ka komerciali pieejamajas Stinu Iinijas géni, kas atbildigi par
Stnu cikla progresiju, proteinu apstradi un metabolisma procesiem, tiek pastiprinati transkribéti,
turpret1 samazinata transkripcija novérojama genos, kas atbildigi par $tinu adh&zijas sp&ju un
membranas signalproteinu darbibu. So molekularo mehanismu izmainas nodro$ina §inu Iiniju
relativo nemainibu un stablitati kultivésanas procesa (73). Nozimiga loma $tinu liniju ipasibu
izmainam ir to parséSanas reizu skaitam (pasazam). Petijjumos ir atklats, ka atkartota Stinu
parséSana veicina gen&tisko mutaciju rasanos, izmainot $tnu proliferacijas sp&ju, Stnu
caurlaidibu, transportproteinu darbibu, transepit€lija rezistenci un vielmainas procesus, Siem

riskiem pieaugot Iidz ar lielaku pasazas numuru (74).

Lai noteiktu optimalo antivielas koncentraciju, pie kuras $tnas biis izveidojies antivielas-
proteina komplekss, kas uzradis vislielako fluorescenci, tika veikta titréSana. TitréSana
izmantoja RC-124 un RCC-MF siinu linijas un antivielu anti-CA9-APC kopgjos atskaidijumos
1:60, 1:120, 1:240, 1:480, 1:960 un paraugus bez papildus pievienotas antivielas. Ieprieks
veicot vienas Stnas populacijas atlasi, sakuma RC-124 negativas kontroles paraugam tika
izveidota Stnu fluorescences intensitates un biezuma histogramma, lai noteiktu nieru
proksimalo kanalinu $tnu autofluorescenci (3.3.15. att.). Talak tika izveidots histogrammu
parklajums paraugiem ar atSkirigajam antivielas koncentracijam (3.3.16. att.). Negativas
kontroles paraugam emisija tika novérota intensitates robezas no 0 Iidz 104, emisijas moda bija
1277,26, bet mediana — 1429,63. Histogrammu parklajuma var novérot, ka, neatkarigi no
pievienotas antivielas atSkaidijuma, RC-124 Stnu fluorescence nemainas, emisijas ltkném
parklajoties intensitates robezas no 0 Iidz 10%. 1:60 antivielas atSkaidijuma emisijas moda bija

1603,02, 1:120 — 1537,69, 1:240 — 1282,76, 1:480 — 1319,98, bet 1:960 — 1074,43.
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Population Count | %Gated | Mean Median | Std. Dev. | Mode
Gate_NK & Focus | 2021 100 1660,84 | 142963 | 1320,72 1277,26

3.3.15. att. RC-124 negativas kontroles parauga fluorescences intensitate (K. Krims-Davis nepubl.
dati)
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Single cells 1:60 (Yellow), Single cells 1:120 (Blue), Single cells 1:240
(Red), Single cells 1:480 (Orange), Single cells 1:960 (Green)

Intensity MC_Ch05
Population Mode
1,54 Single cells 1:60 (Yellow) 1603,02
Single cells 1:120 (Blue) 1537,69
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3.3.16. att. RC-124 Sinu fluorescences intensitates histogrammu parklajums atkariba no

pievienotas antivielas koncentracijas — at8kaidijums 1:60, zils — atSkaidijums 1:120, sarkans
— atSkaidijums 1:240, — atSkaidijums 1:480, zals — atSkaidijums 1:960 (K. Krims-Davis nepubl.
dati)

RCC-MF negativas kontroles parauga un dazado antivielu atSkaidijumu paraugos atlasot
individualo Stinu populaciju, tika izveidots fluorescences intensitates histogrammu parklajums.
3.3.17. attela uzskatami var novérot emisijas litknu nobidi uz kreiso pusi, palielinot antivielas
atSkaidijuma pakapi parauga. Negativas kontroles parauga emisijas maksimums bija robezas no
0 Iidz 10%, moda — 1653,36, tadu parauga ar vislielako antivielas koncentraciju (1:60) emisija
bija robezas no 10* lidz ~10°. Samazinot antivielas koncentraciju, arf emisijas intensitates
maksimumi samazinajas, noradot uz nepietickamu antivielas koncentraciju, nelaujot noteikt
kopgjo CA IX ekspresijas limeni.
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1:60, 1:120, 1:240, 1:480, 1:960, NK
Intensity_MC_Ch05

Population | Count | %Gated | Mean Median Std. Dev. | Mode
1:60 7160 100 68025,19 | 60898,46 | 43509,15 | 48961,15
1:120 12605 | 100 4315461 | 38479,75 | 2696241 | 28193,04
1,5- 1:240 12180 | 100 20071,93 | 17369,45 | 13700,05 | 15610,58
1:480 11945 | 100 11660,13 | 10329,94 | 7252,16 9048,66
1:960 9357 100 6779,95 5869,94 4357,08 4431,41
NK 2947 | 100 3421,57 2489,09 3733,27 1653,36
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3.3.17. att. RCC-MF S$iuinu fluorescences intensitates histogrammu parklajums atkariba no

pievienotas antivielas koncentracijas — negativas kontroles paraugs, zils — atSkaidijums
1:960, zilganzals — atSkaidijums 1:480, violets — atSkaidijums 1:240, — atSkaidijums 1:120,

sarkans — atSkaidijums 1:60 (K. Krims-Davis nepubl. dati)

Iegitie rezultati norada, ka, palielinot antiviclas koncentraciju, nenotiek saistiSanas
izmainas pie CA IX negativam $inam (RC-124), tacu pie CA IX pozitivam $tinam (RCC-MF)
lielaka pievienotas antivielas koncentracija uzrada lielakas saistiSanas spéjas. Tas, savukart,
noved pie secindjuma, ka So izmainu iemesls nav antivielas nespecifiska saistiSanas, to iemesls
ir atSkirigais antivielas gala atSkaidijums parauga.

Optimalas antivielas gala koncentracijas noteikSana ir nepiecieSama, lai efektivak
izmantotu pétfjumam pieejamos lidzeklus, lieki nelietojot reagentus. Izmantojot titréSanu, var
noteikt zemako antivielas koncentraciju, pie kuras pétamo proteinu iezim&Sana notiek
visefektivak, ka arinoteikt, vai antiviela tiek lietota pietieckama koncentracija, lai iegiitu ticamus
un reprezentativus datus.
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SECINAJUMI

Petijuma laika tika apguta aseptiska darba tehnika — veiksmigi tika kultivétas RC-124,
RCC-MF un primaras no pacienta audzgja izol&tas Siinas, kas v€lak tika izmantotas
plismas citometrija CA IX ekspresijas noteikSanai;

Veicot pliismas citometriju, tika noskaidrots, ka gai$o $iinu nieru karcinomas $iinu linija
(RCC-MF) no nieru proksimalo kanalinu $tinu Iinijas (RC-124) atskiras ar oglskabes
anhidrazes IX ekspresiju §tinu membranas, kas kombinacija ar apstiprinoSiem literatiiras
datiem noradija uz iespe€jamo CA IX izmantoSanu ka ccRCC reprezentativu lielumu;
Veicot pliismas citometriju primarajam ccRCC $iinam, netika noverota izmainita CA
IX ekspresija, kas liecinaja, ka CA IX ir raksturigs gaiSo Siinu nieru karcinomas
markieris laboratorija izmantojamam $tinu kultiram, tacu kliniskos gadijumos CA IX
nevajadz&tu izmantot ka individualu markieri, un apliikot to kombinacija ar citiem
ccRCC raksturigajiem parametriem,;

Analizgjot petijuma iegttos datus, tika apstiprinata petijuma sakuma izvirzita hipoteze,
ka CA IX ekspresijas profils ilgstosi kultivétam gaiSo Siinu nieru karcinomas $iinu
Iinijam ir atSkirigs no primarajam gaiSo Stinu nieru karcinomas $tinam, kas izdalitas no
pacienta audzgja;

Pétijuma veiksmigi tika kultivétas no pacienta izdalitas primaras ccRCC Siinas, kas
norada uz primaro Stinu iesp&jamibu pétijumos tikt izmantotam komerciali pieejamo
Stnu liniju vieta, kas, savukart, lautu izpétit katra pacienta audzg€ja individualo genétisko

profilu un izstradat tam atbilstoSu terapiju.
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PATEICIBA

Velos pateikties savam bakalaura darba vaditajam Karlim Pleiko par iepazistinasanu ar
darbu laboratorija, noderigu padomu un palidzibas sniegSanu bakalaura darba tapSanas laika,

ka arT par sava briva laika atbrivoSanu ieteikumu un labojumu veiksanai.

Liels paldies Kristapam Krimam-Davim par palidzibu laboratorijas metozu apgiisana un

par atlauju savu nepublicéto datu izmantoSanai §1 darba ietvaros.
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