LATVIJAS UNIVERSITATE
MEDICINAS FAKULTATE
FARMACIJAS MAGISTRA STUDIJU PROGRAMMA

AUDZEJA EKSTRACELULARO VEZIKULU LOMA
MEZENHIMALO CILMES SUNU SEKRECIJAS
PROFILA IZMAINAS

MAGISTRA DARBS

Autore: Baiba Paegle
Studentu apliecibas Nr.: bp09040

Darba vaditaja: asoc. prof. Dr. Biol. Una Riekstina

RIGA 2017



ANOTACIJA

Ekstarcelularas vezikulas ir mazi puslisi, kas tiek atbrivoti no S$tinam un izlaisti
starpStinu vidé. EV satur saimniek§tinu gen&tisko materialu vai to dalas un caur tam viena
Stina var nodot informacijas signalu otrai $iinai, tada veida ietekmgjot to darbibu.

Arl véza Stinas var atbrivot $adas vezikulas un iedarboties uz blakusesoSajam gan
saimniekorganisma Stinam, gan pasam véza Stinam. Caur $adu komunikaciju véza Siinas var
parnest savu izmainito gené&tisko materialu uz normalajam $tinam un parregulét to darbibas
mehanismus, kas darbotos audzgja Sunu laba.

Darba mérkis bija noskaidrot vai audz€ja EV var izraisit IL-8 un VEGF sekrécijas
izmainas adas mezenhimalajas cilmes $iinas. Lai to noskaidrotu, IL-8 un VEGF sekrécijas
meérisanai izmantoja Sandwich ELISA metodi. P&tijuma rezultati rada, ka IL-8 un VEGF

sekrécija MCS pastiprinajas audz€ja EV ietekmes rezultata.

Atslegas vardi: VEGF, IL-8, mezenhimalas cilmes $iinas, ekstracelularas vezikulas, audzgjs



SUMMARY

Extracellular vesicles ar small vesicles that are released from cells into intracellular
space. EVs contain host genetic material or parts of it. Using EVs cells can communicate with
each another and affect their actions.

Tumor cells also can release EVs and influence surrounding host cells or tumor cells.
Through this communication tumor cells can transfer their genetic material to normal cells
and change their mechanisms of action to favour the tumor.

The aim of the study was to elucidate if tumor EVs can change skin mesenchymal stem
cells secretion of IL-8 and VEGF. We used Sandwich ELISA to measure IL-8 and VEGF
secretion. The results of the research showed that tumor EVs can stimulate IL-8 and VEGF

secretion in MSCs.

Key words: VEGF, IL-8, mesenchymal stem cells, extracellular vesicles, tumor
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APZIMEJUMI

AMP — adenozina monofosfats

APAF1 — apoptotiskais proteazes aktivéSanas faktors 1
bFGF — pamata fibroblastu augSanas faktors
BSA — liellopu seruma albumins

BSP — kaulu sialoproteins

CAA — véza asociétie adipociti

CAF — véza asociétie fibroblasti

CD8 — cluster of differentiation 8

CD73 — cluster of differentiation 73

CML — pastaviga mielogéna leikémija
COLA4AS — kalogéna IV alfa 3 kede

COX-2 — ciklooksigenaze - 2

CSC-EV — audzgja cilmes stnu ekstracelularas vezikulas
CTL — citotokiskie T limfoctti

CXCL2 — hemokinu ligands 2

CXCL8 — hemokinu ligands 8

CXCL12 — hemokinu ligands 12

CXCR4 — hemokinu receptoru tips 4
CXCRY7 — hemokinu receptoru tips 7

DNA — dezoksiribonukleinskabe

EGF — epidermalais augSanas faktors

EMC — starpsiinu matrikss

EV — ekstracelularas vezikulas

FAP — fibroblastu aktiv&josais proteins
FDA — Partikas un zalu administracija (Food and drug administration)
FGF — fibroblastu augSanas faktors

GAG — glikozaminoglikans

Gl — gastrointestinals/ kunga — zarnu trakts
HGF — hepatocttu augSanas faktors

HIF — hipoksiju inducgjosais faktors

HIV — cilveka imiindeficita viruss

HSP70 — karstumsSoka proteins 70

ICAM-7 — intracelularo $tinu adh&zijas molekula 7
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IGF-1 — insulinam Iidzigais augSanas faktors 1
IKKp — nukleara faktora kappa — B kinazes inhibitors
IL-1 — interlaikins 1

IL-2 — interleikins 2

IL-6 — interleikins 6

IL-8 — interleikins 8

IL-12 — interleikins 12

MCP-1 — monocitu kemoatraktantu proteins 1
MCS — mezenhimalas cilmes Stinas

INcRNS — large non — coding RNS

MRNS — messenger RNS

MiRNS — mikroRNS

MMP - metaloproteaze

MSDC — mieloidas izcelsmes supresorsiinas
NcRNS — non — coding RNS

NEP — neitrala endopeptidaze

NF-kB — nuklearais faktors kappa B

NGF — nervu augSanas faktors

NK — naturalie killeri

NPL — nesteroidie pretiekaisuma lidzek]i

OC - osteokalcins

OPN - osteopontins

PBS — fosfatu salu buferskidums

PDGF — trombocitu augSanas faktors

PiRNS — piwi — interacting RNS

PIGF — placentas augSanas faktors

pO, — skabek]a parcialais spiediens

RANKL — nukleara faktora kappa B liganda receptoru aktivators
RNS — ribonukleinskabe

rRNS — ribosomala RNS

SDF-1 — stromalo $iinu faktors 1

snoRNS — small nucleolar RNS

STAT3 —signal transducer and activator of transcription 3
TAA — audzgja asociétie antigéni

TAM — audzgja asociétie makrofagi



TEC — audzgja endotelialas Siinas

tEV — audzgja ekstracelularas vezikulas

TGF-a — transformgjosais augsanas faktors alfa

TGF-B — transformgjosais augsanas faktors beta

TKI — tirozinkinazes inhibitors

TNF-a — audzgja nekrozes faktors alfa

TLR2 — toll — like receptors

tRNS — transporta RNS

VEGF — vaskularais endotelialais augSanas faktors
VEGFR — vsakulara endoteliala augSanas faktora receptors

Y RNS — small non — coding RNS



IEVADS

Ekstracelularas vezikulas ir ar membranu aptverti piislisi, kas izdalas no jebkura Stnu
veida neatkarigi no to fiziologiska un patologiska stavokla (Nedawik et al., 2016). Tas
piedalas starpS$tinu komunikacija un palidz $tnam izdzivot un augt (Wendler et al., 2017).
Audzgja sekretetas EV ir svarigi mediatori komunikacija starp audz€ja $tinam un stromas
Sunam gan lokalaja, gan attalakaja mikrovide. Tatad, tas spéle lielu lomu gan primaro, gan
metastatisko audz&ju attistiba (Becker et al., 2016). Pieméram, eksosomas, mikrovezikulas un
lielas onkosomas ir iesaistitas procesa, lai parnestu reciprokalos signalus starp audzgja stinam
un stromas $tinam, pieméram, fibroblastiem, endotelialajam Sinam un iminsist€émas $inam
(Wendler et al., 2017). So procesu veic EV parnestie patogénie komponenti, pieméram,
proteini, dazadi RNS, DNS, lipidi un transkripcijas faktori, kas medit€é parakrino
signalizéSanu audzgja mikrovidé (Fujita et al., 2016). Rezultata $is Stinas adaptjas vai tiek
rekruitétas uz nepartraukti attistosos véza mikrovidi (Wendler et al., 2017).

Caur EV tiek vaditi dazadas patofiziologisko procesu sist€émas — koagulacija, asinsvadu
caurlaidiba, recipienta $tinu parprogrammeésana u.c., lai palidzetu veidoties pre-metastatiskajai
videi un metastazém (Becker et al., 2016). Ka ari tas veido rezistenci pret pretvéza zalu
vielam (Wendler et al., 2017).

EV meditéta starpsinu komunikacija ir iesaistita audzgja attistiba un progresésana. Tiek
veicinata imunitates apspieSana, angiogenéze un veidota vide metastazém. Tapéc EV
mehanismi tiek apsverti ka iesp&jamie mérki pretvéza terapija un diagnostika (Vader et al.,

2014; Wendler et al., 2017).

Darba meérkis bija noskaidrot, vai kolorektala audzgja $tinu liniju normoksijas un hipoksijas
apstaklos sekretétas ekstracelularas vezikulas izraisa izmainas citokinu sekrécija

mezenhimalajas cilmes $iinas.

Darba uzdevumi:
1. TIepazities ar mezenhimalo cilmes $tinu (MCS) kultivéSanas metodi.
2. Noteikt vaskularo endotelialo augSanas faktora (VEGF) un interleikina-8 (IL-8)
sekrécijas ltmeni MCS.
3. Noteikt VEGF sekrécijas izmainas péc MCS inkubacijas ar kolorektala audzgja stnu
SW480 un SW620 normoksijas un hipoksijas apstaklos izdalitajam ekstracelularajam

vezikulam.



4. Noteikt IL-8 sekrécijas izmainas péc MCS inkubacijas ar kolorektala audzgja $tnu
SW480 un SW620 normoksijas un hipoksijas apstaklos izdalitajam audz&ja

ekstracelularajam vezikulam.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Ekstracelularas vezikulas

1.1.1. Raksturojums

Ekstracelularas vezikulas ir lipidu dubultslani ietvertas vezikulas, kuras atbrivojas no
jebkura Siinu veida Stinas ekstracelularaja vide. Tas var atskirties gan péc molekulara satura,
membranas uzbiives, biogenézes, gan arl péc to specifiskajam funkcijam vai $tinu avota no
kura tas nakusas (Yanez — Mo et al., 2015, Sadovska et al., 2015, Mercedes et al, 2016).

Ekstracelularas vezikulas iedalas tris galvenajos tipos. Tas ir mikrovezikulas,
eksosomas un apoptotiskie kermenisi (Gyorgy et al., 2011, EI Andaloussi et al., 2013, Yanez
— Mo et al., 2015, Sadovska et al., 2015). Mikrovzekulas jeb ektosomas ir plazmatiskas
membranas apgabals, kas izvirzijies un atdalijies no $tinas (Gyorgy et al., 2011, EI Andaloussi
et al., 2013). Eksosomas péc izméra ir mazakas. Tas veidojas endosomala cela, kad
multivezikularo kermeniSu membrana ieliecas uz iekSu. Arpusé eksosomas izklast, kad

multivezikularie kermenisi sapliist ar plazmatisko membranbu (Yanez — Mo et al., 2015).

Apoptotiskie kermenisi izdalas S$iinas apoptozes laika, kad S$iina izjik membrana apnemtas

vezikulas (Atkin — Smith et al., 2015).

o
o

Mikrovezikulas Q/

1.1.att. Ekstracelularo vezikulu veido$anas (att€ls ar izmainam no Yanez — Mo et al., 2015)

Nesen ir atrasts ari iesp&jams ceturtais EV veids. Tas ir atipiski lielas EV, sauktas par

“lielajam onkosomam”. Tas veidojas no ne-apoptotiskiem plazmas membranas pusliSiem no
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atri migréjosam (prostatas) véza Stnam. Tas ieguvuSas amébveida fenotipu, kas saistits ar
agresivu vai metastatisku audzgju. Sobrid gan nav tiedi skaidrs vai tas varétu bat jauns EV
paveids vai arT kads MV (mikrovezikulu) apakstips (Minciacchi et al., 2015, Morello et al.,
2013).

EV izdalas cilvéka organisma dabiska cela. Tas ir atrodamas asinis, urina, auglident,
kriits piena, sperma, siekalas, ar1 laundabigo audz&ju pleiras telpa izdalitajos Skidrumos

(Ambrose et al., 2017).

1.1.2. Saturs

EV satur dazadus proteinus, lipidus un nukleinskabes (Abels et al., 2016). Piem&ram,
EV, kas izdalijjusas no véza §tinam, satur ar vezi saistitas molekulas — mut€tus, parlieku
ekspresétus onkoproteinus, glikoproteinus, tapat ari dazadus specifiskus nekodgjosSus RNS
(NcRNS — miRNS, tRNS, snoRNS, ar mitohondrijiem saistito RNS, piRNS,vault RNS, Y —
RNS, mRNS, IncRNS, rRNS), kas atSkiras no normalajas $iinas esoSajiem, un DNS
fragmentus (Sadovska et al., 2015, Lopatina et al., 2016, Valadi et al., 2007). Diemzél EV
RNS saturs pietiekosi neatspogulo RNS saturu $iina, jo EV var selektivi eksportét kadu
specifisku RNS, kamér citi tiek izslégti no transportéSanas (Nolte-t Hoen et al., 2012).

Ta ka EV var parnest gan RNS, gan DNS fragmentus, tad tada veida tas var modificet

geénu ekspresiju recipienta $tunas (Lopatina et al., 2016).
1.1.3. EV pielietojuma iespgjas

Tiek veikti intensivi pétjjumi, lai izskaidrotu EV lomu starpStinu komunikacija un to
patologiskos procesus, bet daudz mazak ir apskatiti EV ierosinatie procesi homeostazes
uzturé$ana un fiziologisko funkciju regulésana (Yanez — Mo et al., 2015).

Ir Joti svarigi diagnostic€t v€zi p&c iespejas agraka attistibas stadija, lai samazinatu
mirstibu un uzlabotu dzivildzi (Fujita et al., 2016).

Audzgja EV cilveka kemena Skidrumos varétu kalpot ka biopsijas materials audz&ja
diagnostika. EV satur dazadus DNS un RNS fragmentus, kas var kalpot gan diagnostiskiem,
gan terapeitiskie nolukiem (Sadovska et al., 2015). Pielietojums tam var biit diezgan plass —
izmantot tas ka zalu vielu piegades celu un ka biomarkierus diagnosticésanai (Borges et al.,
2013), ka arT EV var kalpot procesos, lai aizvaktu nevélamu molekularu materialu no $Gnam
(Yanez — Mo et al., 2015).

Veéza izcelsmes EV var darboties gan ka biomarkieri, gan terapeitiskie meérki, jo,

atSkiriba no pasam audz€ja Sunam, tas var atrasties dazados biologiskajos Skidrumos, ka ari
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tas prot aizsargat savu molekularo “kravu” no degradacijas (Sadovska et al.,2015, Yanez —
Mo et al., 2015).

Ar1 “lielas onkosomas” uzrada, ka tas nes sevi vézi ierosino$as bioaktivas molekulas,
kas arT atrodamas to pacientu plazma, kam ir metastatisks (prostatas) vézis, ja salidzina ar
pacientiem ar lokalu vézi. ST iemesla dél, tas varétu bat seviski svarigas ka prognotiskie
biomarkieri (Morello et al., 2013, Di Vizio et al., 2012, Minciacchi et al., 2015).

Piem@ram, Skidrumu biopsijas, izmantojot cirkulacijas esosas EV, var atklat audzgja
ipasSibas neizmantojot invazivo biopsiju. Melo et al. pétijuma diagnosticéSanai izmantojusi
cirkulgjoSo EV proteinu glipikanu — 1 (glypican — 1) (Melo et al., 2015). Izmantojot
masspektometra analizes, tika noverots, ka kriits véza izcelsmes EV ir bagatas ar glipikana — 1
proteinu.

Glipikana—1 pozitivas EV uzrada ari aizkunga dziedzera véza gadijuma. Sie dati rada,
ka EV proteini var kalpot ka potenciala neinvazivas diagnostic€Sanas metode véza noteikSanai

(Fujita et al., 2016).

1.2.  EV loma starpSiinu komunikacija

Evoliicijas gaita gan prokariotu, gan eikariotu Stinas ir attistjjusas starpSiinu
komunikacijas mehanismus. Eikariotu §tinas komunic€ viena ar otru caur tieSo mijiedarbibu
vai sekret&jot SkistoSus faktorus, piem&ram, hormonus, augSanas faktorus un citokinus. Sie
faktori var iedarboties uz $tinu, kas tos sekret&jusi (autokrina signalizésana) vai iedarboties uz
blakus eso$ajam §tnam (parakrina signaliz€Sana) un attalak esoSajam §tinam (endokrina
signaliz€$ana). Viens no $iinu komunikaciju veidiem, lai sazinatos ar blakus eso$ajam $iinam,
ka ari attalak esoSajam Stnam, ir ekstracelularo vezikulu sekrécija (Mercedes et al., 2016,
Yanez — Mo et al., 2015).

Sis komunikacijas veids ir izpelnijies lielu interesi, jo EV ir iesaistitas neskaitamos $tinu
procesos. Tas piegada bioaktivas makromolekulas, tada veida veicot starpStinu komunikaciju
daudzs$tinu organisma (Ambrose et al, 2017.).

Visas EV parnésa virsmas molekulas, kas lauj tam saistities ar recipienta Sinam. Lidz
ko ta ir piesaistijusies mérka Stinai, EV var uzsakt signalcela aktivaciju caur receptora —
liganda mijiedarbibu vai ari ta var tikt internalizéta ar endocitozes un/ vai fagocitozes
palidzibu, vai pat sapliist ar mérka Stinas membranu, lai piegadatu tas saturu Stnas citosola,
tada veida modificgjot fiziologisko stavokli recipienta $ina (Mercedes et al., 2016).

Liela uzmaniba tiek veltita véza Siinu izdalitajam EV un tam, ka tas iedarbojas uz citam

.......

§inam izdzivot, proliferét, parpemt normalas $anas un veidot talak metastazes. So
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komunikaciju starp Stinam var nodro$inat ne tikai citokini, hormoni un proteini, bet ari
transkripcijas faktori, n"CRNS un DNS, ko nes EV (Lopatina et al., 2016).

EV starpStinu komunikacija kalpo ka transportlidzeklis. V&za stnu EV var sevi parnest
patogénos komponentus, Kur dazus uzskatija, ka tos nevar parnest uz citam $inam, pieméram,
proteinus, mRNS (messengerRNA), miRNS (microRNA), DNS, lipidus un transkripcijas
faktorus, kas var mediét parakrino signalizacijas veidu audzgja mikrovidé. Sie komponenti ir
loti mainigi, funkcionali, atkarigi no $tnu izcelsmes un tie iedarbojas ar spécigu efektu uz
recipienta Stinam, modul&jot to darbibu, ka piemeéram endotelialas Stnas, fibroblasti un

imunitates Stinas (skat. 1.2.1.att.) (Fujita et al., 2016, Worzfeld et al., 2017).

% _ L _ 2 Gy
Nukleinskabju, proteinu, lipidu L IRAL IS > w‘
statp§1'mu péwietoé".ana apoptoze, aptursta T:R signalizSiana

7 TGFR, MIF, B7-H6 ,;"{-.

= [ A8 Nonivaianas funkeijo inhibas w
"." T.. A F RS2 Tu P . onavasanas G 1+ 1D233ana
w @0 0 %| L1 MMP-2, MMP-9, uPA TACE. @i

— e ee® Invizija -
T : miR21 (- APAF1) -
M® @3 @wmph \ . > DTu
Z3ly rezistence

Ietekme uz génu ekspresiju, signatu Hap20 >

péxvadiianu: dlferenmﬁcqu ;\;Iieloidé..s iﬁcelsmes suprazoiinu ‘ Mph
Giferanciicya )

1.2.att. EV komponentu iedarbiba uz imunitates $iinam (attéls ar izmainam no Worzfeld et al.,

2017)

2007.gada Valadi et al. noskaidroja, ka EV starp $tinam var transportét dazadus RNS,
mRNS un miRNS, bet 2010.gada Fujita et al. zinoja, ka EV miRNS tiek parnestas uz
recipienta $tinam un parveidotas par funkcionalie proteiniem (Valadi et al., 2007, Fujita et al.,
2016). Viens no miRNS izsauktajiem efektiem ir zalu vielu rezistences veidosana. Vezikulu
mediéta miR21 parneSana no audz€ja asoci€tajiem adipocitiem (CAA) un audz&ja
asociétajiem fibroblastiem (CAF) uz v€Zza Stnam, tika identificéts ka signalcels, kas izraisija
rezidenci pret taksana kimijterapiju. Recipienta véZa Stinas miR21 iedarbojas ties$i uz APAF1
mRNS, kas ir atbildigs par apoptozes ierosinaSanu taksana iedarbibas rezultata (Worzfeld et
al., 2017).
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1.3. Audzéja mikrovide

Audzgja mikrovide ir sarezgits ekstracelulara matriksa un dazadu S$tinu veidu

savienojums (Xiaolei et al., 2013). Ta ir mehaniski un biologiski aktiva un dinamiska, jo ta

nepartraukti tiek parveidota (Cox et al.2011)
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1.3.att. Audzéja mikrovides Siinas (att€ls ar izmainam no Pattabiraman et al., 2016)

Audzgjs satur heterogénu §tinu populaciju, kas veido stromu, kas ir atbalsta struktiira un

ietver sevi saistaudus un asinsvadus, audz€ja Stnu struktiiru jeb parenhimu, ka arf citas dazada

veida Stinas — iminkompetantas Stinas, ar vézi saistitie fibroblasti un angiogénas vaskularas

Stnas (Dvorak et al., 1991, Hanahan et al. 2012, Lopatina et al., 2016).

Audzgju veidojosas Siinas var iedalit tris pamatgrupas:

1. Hematopogtiskas izcelsmes Stnas — Siinas, kas c€luSas no kaulu
smadzeném. Tas ir limfoidas izcelsmes Sunas, kas sastav no T un B Stinam un
naturalajiem killeriem (NK), un mieloidas izcelsmes Siinas, kas ieklauj makrofagus,
neitrofilus un mieloidas izcelsmes supresorsiinas (Pattabiraman et al., 2016).

2. Mezenhimalas izcelsmes Stinas — Stinas, kas c€lusas no mezenhimas —
fibroblasti, miofibroblasti, mezenhimalas cilmes S$tnas (MCS), adipociti un
endotelialas Stnas (Pattabiraman et al, 2016.).

3. Ne-Stinu komponenti — galvenais Sis komponents ir starp$iinu matrikss

(EMC), kas sastav no daudziem atseviskiem komponentiem — proteiniem,
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glikoproteiniem, proteoglikana — kas gan strukturali, gan funkcionali veicina EMC
funkcijas (Pattabiraman et al., 2016).

Audzgja mikrovidé ieklaujas augSanas faktori, citokini, hemokini un proteazes, kas
nodroSina audz€ja $inu neierobezotu daliSanos, veicina angiogenézi, Sinu invaziju un
metastazu veidoSanos. Dazadie Siinu tipi sp&j izdalit gan augSanas, gan pret-augSanas
signalus, ka arT sp&j atbildét uz citu $tinu sekretétajiem signaliem (Xiaolei et al., 2013, Sounni
etal., 2013).

Visi Sie komponenti veido audz€ja mikrovidi (Pattabiraman et al., 2016). Ir
nepiecieSama abpus€ja mijiedarbiba starp v€za Siinam un saimniekorganisma S§tnam, lai
audzgjs varétu augt un attistities (Worzfeld et al., 2017).

Ta ir kompleksu vide, kas ieklauj neskaitamas mijiedarbibas starp Stnu tipiem un EMC

un nodros$ina labveligu vidi audzgja attistibai (Pattabiraman et al., 2016).

1.3.1.Stnu veidi audzgja mikrovide

Imunsistémas $unas

Daudzi audzgji uzrada imunsist€mas S$tnu infiltraciju, kas neatbilst klasiskajai
definicijai par iekaisuma imino atbildi, un, kas ir funkcionali noderigas audzg&ja fenotipam
(Douglas et al., 2012).

T Sunas — tas ir pirmas iminsistémas $iinas, kas ir atbildigas audzg&ja Stinu atpaziSana un
nogalinasana. Tas veic imunologisku uzraudzibu. P&c atpaziSanas tas proliferéjas un iznicina
jauni transform@jusos audz€ja Stinu. T Sunu atbildi ierosina citas imiinas sistémas S$iinas.
Supres€josas T Stnas inhibé imino atbildi pret audzgja Stnam (Gabrilovich D., 2016,
Pattabiraman et al., 2016).

Citotoksiksie T limfociti (CTL) — §1s Stinas atpazist antigénus uz mérka Stinas un lizeé
tas. lesp€jamie antigéni ir vai nu virsmas proteini, vai intracelularie proteini, kas ekspreséti uz
Stinas virsmas. Audzg€ja — specifiskie CTL ir atrasti kopa ar neiroblastomama, laundabigam
melanomam, sarkomam, resnas zarnas, kriiSu, dzemdes kakla, endometrija, olnicu, deguna —
rikles un nieru karcinomam (Gabrilovich D., 2016).

Naturalie killeri (NK) — Stnas ar pretaudz€ja iedarbibu, bet, atskiriba no CTL, tam nav
receptoru, ar kuriem atpazit antigénus. Toties, tas sp€j atpazit normalas §iinas un Stinas, kas ir
inficétas ar virusu vai audzgja Stinas. NK tumoricida aktivitate ir dabiska, jo to neierosina
specifiski antigéni.

Makrofagi — tie sp€ nogalinat specifiskas audzg€ja Siinas. Makrofagi tiek aktiveti

pateicoties faktoru kombinacijam, tai skaita limfokmiem un interferoniem. Tie nav tik efektivi

16



ka T stinu medit€tais citotoksiskais mehanisms, bet, pie dazadiem apstakliem, makrofagi spgj
stimul@t audzgj-specifisko imtino atbildi.

Ir divu veido audzgju asociétie makrofagi (TAM):

e TAM — 1 (M1) Siinas, kas veicina T Stinu darbibu
e TAM — 2 (M2) sunas, kas veicina audzgja toleranci (Gabrilovich D., 2016,
Pattabiraman et al., 2016)

Dendritiskas Suinas — antigénu prezent&josas Sunas, kas atrodas barjeraudos (ada,
limfmezglos). Tas spélé centralo lomu audzgja — specifiskas imunitates atbildes ierosinasana.
Sis $tinas uznem audzgja asocictos proteinus, parstrada tos un piegada TAAs T §anam, lai tas
saktu stimulét CTL atbildi pret audzgju.

Ar1 dendritiskas Stinas iedalas klasés, kas veicina un apspiez audz€ja veidoSanos
(Gabrilovich D., 2016).

Limfokini — tos producg imiinsist€mas Stnas, lai stimul&tu augSanu vai ierosinatu citu
iminsistémas $tnu aktivitati. Tie ir, piem&ram, IL-2, kas zinams ar1 ka T §tnu augSanas
faktors, un interferoni. IL-12 izdalas no dendritiskajam $tinam un specifiski ierosina CTL, kas
veicina pretaudz&ja imitino atbildi (Gabrilovich D., 2016).

Regulatoras T Siinas — parasti atrodamas kermeni un palidz novérst autoimiinas
reakcijas. Tas veidojas imiinas atbildes aktivaja fazg€ pret patogé€niem un ierobezo sp&cigu
imiino atbildi, kas varétu nodarit kaité§jumu saimnieka kermenim. So $tinu akumulacija véza
§tnas inhib& pretaudz&ja imino atbildi (Gabrilovich D., 2016).

Mieloidas izcelsmes supresorsiinas — sastav no nenobriedusam mieloidam §tinam un
to prekursoriem. Sis §inas lielos daudzumos akumulgjas véza $inas un apspiez imiino atbildi
(Gabrilovich D., 2016).

Tadas imunsistémas Stnas, ka limfociti, dendritiskas Stinas, naturalie killeri (NK), ir
noteicosas, lai noverstu audz€ja veidoSanos organisma. Tomér, So imino atbildi negativi
noregulé mieloidas izcelsmes supresorSiinas (MSDCs), kas neitralizé T S§tnu, NK un
makrofagu aktivéSanos.

Ir novérots, ka nespecifiskas imunitates $tnu (neitrofili, makrofagi, tuklas S$iinas)
klatbiitne veicina véza attistibu. Tie sak sekretét citokinus, hemokinus, augSanas faktorus un
proteazes, kas talak izsauc jaunu asinsvadu veidoSanos un veido audz€jam labvéligu
mikrovidi, kas atvieglo izdzivoSanas iesp&jas neoplastiskajam Stnam.( Sounni et al., 2013,
Douglas et al., 2012).

Leikocitiem, kas infiltrgjusies audz&ja, ir novérota divéjada daba. Atkariba no
polarizacijas, imiinsist€mas Siinas var darboties vai nu ar pretaudz€ja vai pro-audzgja

funkcijam. Aktivetas un polariz€tas imunsist€émas Stinas, pieméram, M2 makrofagi vai N2
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neitrofili, uzrada vai parnes neskaitamu daudzumu hemokinu, citokinu, augSanas faktoru un
proteazes, kas var novest Iidz audu remodelacijai, angiogenézei, Stnu proliferacijai,
genomiskai nestabilitatei un neoplastisko $tinu izplatibai ektopiskajos audos (Sounni et al.).

Lai gan lielaka dala audzgju tiek likvid&ti tiesi ar imtinsist€mas palidzibu (tada veida tie
netiek nemaz atklati), tomer citi audzg&ji turpina augt, neatkarigi no TAA klatesamibas. Ir dazi
mehanismi, kas var izskaidrot kermena nepietickamo atbildi uz TAA. Piemé&ram, specifiska
imunologiska tolerance pret TAA, kas icklauj T $tinu apspiesanu; imiinas atbildes apspiesana,
ko ierosina kimiskie, fizikalie vai viralie agenti (piem., HIV); imiinas atbildes apspieSana, ko
ierosina citotoksikas zalu vielas vai radiacija; imiinas atbildes apspieSana, ko izsauc pats
audzgjs caur dazadiem kompleksiem un vél nenoskaidrotiem mehanismiem, ka d€] samazinas
T, B un antigénu prezentgjoso Sunu funkcijas, samazinas IL-2 producésanas u.c.; TAM — 2
(M2) sunu klatbiitne, kas veicina audzgja toleranci (Gabrilovich D., 2016).

Ir noskaidrots, ka dazu Stinu sekretétajam EV piemit imunomodulgjoSas pasibas.
Piem@ram, EV, ko izdala dendritiskas Stinas un B S$iinas, uzrada pretaudz&ja un imunitati
stimul&josu efektu, ka ari nodro§ina ar proteiniem, kas sp&j aktivét T Stnas, kad tas satiekas ar
audzgja antigéniem. Bet eksosomas, kas tiek sekreteétas no audzgja, sp€j apspiest imiino
atbildi. Sis EV pavajina periféro limfocitu citotoksisko aktivitati un izsauc apoptozi
limfocttiem un dendritiskajam $Gnam. Tas spgj arT inhibét T Stnu aktivésanos, blok&jot T
Stnu signalu kaskadi (Worzfeld et al., 2017). Tatad audzgja EV apspiez pretaudz&ja imiino
atbildi inhib&ot T Stnu aktivéSanos un proliferS§€anso un stimulé to apoptozi. Tapat ari
audz€ja EV iedarbojas uz NK un CDS8+ inhibgjot to citotoksicitati un inducé mieloidas
izcelsmes supresoSiinas (Gutierrez — Vazquez et al., 2013). Audz&ja EV spgj ari regulét
MDSC aktivitati caur vezikulu asocieto HSP70, bet, iespgjams, kas pateicoties tiesi Sim
mehanismam, tas varétu nodrosinat veiksmigu meérki priek§ imiinterapijas. ledarbojoties uz
HSP70 pozitivajam EV un blok&ot HSP70/ TLR2 mijiedarbibu, izmantojot specifisku
peptidu aptaméru, samazinajas MDSC daudzums un aktivitate, kas talak inhib&ja audzgja
progresésanu (Worzfeld et al., 2017). Imiinsist€émas $tinas ir vienas no visvairak ietekmé&tajam
Stunam, ko ietekmé audz€ja EV. Tas pastiprina imiino supresorSinu diferencéSanos un
aktivésanos, ka arT modulé antigéna prezent€Sanu un ierosina T §tinu apoptozi (Czernek et al.,

2017).
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1.4.att. Audzéja EV iedarbiba uz imunitiates Sinam, endotéliju un audzéja Sunam (att€ls ar

izmainam no Gutierrez — Vazquez et al, 2013)

MCS Sunas un CAF

Mezenhimalas cilmes Stinas (MCS) ir pieaugusu cilvéku cilmes Stinas. Galvenokart tas
atrodamas kaulu smadzengs, bet tas var izdalit arT no citiem audiem un organiem — asinim,
taukaudiem, adas, embrionaliem aknu un plausu audiem u.c. (Dominici et al., 2006, Sousana
etal., 2014).

MCS ir viena no noteicoSajam lomam mikrovidg, kas kontrolé hematopogtisko cilmes
stunu lokalizaciju, pasatjaunosanos un diferencé€Sanos, ka armt modul@ imiino $tinu, piemé&ram,
B un T limfocttu, NK, monocitu un dendritisko $tinu funkcijas. Ar1 liels daudzums citokinu
un augsanas faktoru tiek sekretéts tiesi no MCs (Park et al., 2009).

MCS diferencgjas 3 mezenhimalajas $tinu Inijas — osteocTtos, adipocttos un hondrocttos.
Ta ka tas ir multipotentas Stinas, tas sp€ parveidoties ne tikai par mezenhimalas cilmes
audiem, bet noteiktos apstaklos ari par miocitiem, neironiem, glijas $tinam, ari par adas $inam
(Sousana et al., 2014, Dominici et al., 2006, Pittenger et al., 1999).

MCS fiziologiskas funkcijas ietver migréSanu uz audu iekaisumu vai bojajumu vietam,
tai skaita arf uz audzgja lokalizacijas vietu (Chamberlain et al., 2007, Marquez — Curtis et al.,
2013). Tiesi So ipasibu del, tas tiek plasak apskatitas regenerativaja medicina (Parekkadan et
al., 2010, Dostert et al., 2017, Baksh et al., 2004).
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MCS piemit audz€ja stromas Stinam Ilidzigas ipaSibas. P&c migracijas uz audzgja
lokalizacijas vietu, tas var diferencéties par CAF. Iespg&jams, ka audz€ja Stnas, izmantojot
sekretoro faktoru starpniecibu, sazinas ar MC3. So sekretora faktora funkciju pilda audzgja
sekretétas EV (Mishar et al., 2008, Pattabiraman et al., 2016).

EV, kas nak no MC§ (MCs — EV), uzrada interesantas 1pasibas, ko varétu uzskatit pat
par terapeitiskam, lai gan tam var piemist ar1 pret€js efekts, kas veicina véza izplatiSanos. Tas
nozimg, ka MCS uzvediba un 1pasibas var tikt iespaidotas ar citu $tinu sekret€tajam EV

(Dostert et al., 2017).
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1.5.att. MCS iedarbiba uz citam §tinam (attéls ar izmainam no Dostert et al., 2017)

Ir izskangjusi pienéumi MC$§ — EV izmantot pretvéza terapijas, bet domas par to ir
bijuSas dalitas, jo tas viss ir atkarigs no kurienes tieSi tieck nemtas MCS, no kurienes célies
audzgjs un cik ilgi ir vajadzigs veikt stimul&joso efektu ar EV. Sobrid ir novérots, ka MC§ —
EV var gan veicinat audzgja progreséSanu, gan samazinat to, gan ari var nenovérot pilnigi
nekadu efektu. Zinams ir tikai tas, ka visos gadijumos galvenais faktors ir citokinu un miRNS
saturs tajas (Dostert et al., 2017, Xiaoyang et al., 2017). Starp audzgja $anam un MCS notiek
apmaina ar EV, kas satur nukleinskabes. Notiek onkogénu un pretaudz&ju RNS apmaina. Siz
vezikulas ir spgjigas parnest CD73 uz audzgja Siinam, dodot iesp&ju metabilozét AMP par
adenozinu, kas talak samazina NK un T Stnu aktivaciju. MCS — EV var pat ierosinat zalu
rezistenci kunga §tinas, stimulgjot noteiktu proteinu ekspresiju (Dostert et al., 2017).

EV, kas nak no véza $unam, spgj veikt genétiskas modifikacijas MCS. Lindoso et al.

sava pétijuma demonstréja, ka EV, kas izdalitas no renala véza cilmes S$iinam, var ierosinat
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epigenétiskas izmainas recipienta $tinas. MCS tiek piesaistitas audz&ja rajonam un audzéja EV
iedarbiba maina savu fenotipu, klistot pro-tumorigénas. Par to liecina dazadu génu parak liela
ekspresija, kas iesaistiti Stinu migracija (hemokinu receptoru tipi CXCR4 un CXCR7), ECM
remodelacija (kalogéna IV alfa 3 kéde (COL4A3)) un angiogenézg, un audzéja augSana ( IL-
8, OPN un mieloperoksidaze) (Lindoso et al., 2015). Cits piemérs, kas parada MCS fenotipa
modifikaciju ir Li et al. pétijuma par plausu audzgja EV. In vitro EV no plausu véza linijas
stimulg&ja iekaisuma citokinu sekr&ciju un produceésanos MCs. Tris veidu citokini — IL-6, IL-8
un monocTtu kemoatraktantu proteins (MCP) — 1 — tika izdaliti no MCS, kad uz tam iedarbojas
ar plausu véza Sunu izdalitajam EV (Li et al., 2015). Ari citos p&tijumos tika novérota lidziga
darbiba. Pastavigas mielogénas leikémijas (CML) EV iedarbiba uz MCS izsauca IL-8
produceésanos no MCS, kas ]ava CML $iinam proliferét.

MCS un véza Sunu komunikacija ir Ipasa. Vispirms véZa Stinas iedarbojas uz MC§ ar
savu EV palidzibu un parmodelg tas. Ka atbilde notikusajam procesam seko tas, ka MCS sak
piedalities v&za progresijas veicinasanas ar sevis sekretétajam EV (Dostert et al., 2017).

Audzgju asociétajiem fibroblastiem (CAF) ir galvena loma audz&ja mikrovidg, jo tie
ne tikai veicina audzgja Sinu iniciaciju, augSanu, invaziju, metastazu veidoSanos un
terapeitisko rezistenci, bet arl iesaistas mikrovides veidosana — angiogenézé/ limfogenézg,
starpStinu  matriksa (ECM) parmodeléSana, ka arT ar audzgju saistita iekaisuma un
metabolisma programmeéSana. Bitiba CAF iesaistas visa, kas saistits ar pre-malignitati
(Sounni et al., 2013, Luo et al., 2015).

CAF spg radit virkni faktoru, tais skaita ari VEGF un IL-8, kas ierosina
proangiogenézi. Tie, tapat ka normalie savienojoSie audu fibroblasti, ir galvenais ECM
proteinu biosintézes avots. CAF produce ari dazadus ECM degrad€josSus enzimus (bFGF,
VEGF, TGF — B), padarot tos biopieejamus to receptoriem endotélija $tnas. CAF spgj radit ari
kemoatraktantus proangiogéniskajiem makrofagiem, neitrofiliem un citam mieloidajam
Sinam. Tapat ari stimulé endotelialo §tnu prekursoru rekruit€Sanu, sekret€jot CXCL12

(Douglas et al., 2012).
Audzgja Stinas
Audzgja Stnas ir atSkirigas no parastajam organisma $tnam. Morfologiski tas var
raksturot ka neregulara izméra un formas Sitinas, kuras ir redzams liels, abnormals kodols,
kodolini ir labi redzami un citoplazma nepietiekosi aizpilda stinu (Baba et al, 2007.).

Stinas laundabigumu nosaka gan kodols, gan ari daliSanas cikls mitoze. Parmainas

kodola skar ta virsmu, formu, blivumu, struktiru, homogenitati, ka art kodola/ citoplazmas
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attiecibu. Audz€ja Sinam mitozu skaits pieaug, tas ir atipiskas un veido defektus, kas
rezultjas ar nesimetriskam un atipiskas formas hromosomam (Baba et al., 2007).

Ar1 citoplazma veidojas jaunas un izzid vecas strukturas. Ribosomalo un mesendzeru
RNS uzkrasanas padara citoplazmu bazofilu. Audz&ja $inam ir raksturigs mazs citoplazmas
tilpums ar  vakuolam (Baba et al, 2007, Ruddon et al, 2003,
http://www.cancerresearchuk.org).

Audzgja stnas notiek funkcionalas izmainas, kas sekmé& dazadu augSanas faktoru,
hormonu, molekulu, kas Ilidzigas hormoniem, Iitisko enzimu (kolag€na, Kkatepsina,
plasmogéna aktivatora) forme&Sanos un izdaliSanos. Tie savukart veicina neoplastisko Siinu
mobilitati un izsséSanos (Baba et al., 2007, Ruddon et al., 2003).

Proliferacija ir raksturigaka iezime audz&ja Sinam. Tas neparstaj augt un dalities, ka ar1
tas nepaklaujas lokalai un generalai organisma kontrolei (Baba et al., 2007, Ruddon et al.,
2003). Ja labdabigie veidojumi paklaujas zinamiem limitiem, tad laundabigie veidojumi ir loti
invazivi, ar augsSanas klusajam fazém, kam pe&c tam seko intensiva un nekontrolgjama
augSanas faze. ProliferéSana un migrésana ir neparedzama (Baba et al., 2007). Tiesi §T iemesla
del audzgja Siinam ir palielinats risks iegtt kltidainus génus.

Normalas Stinas parasti ir spgjigas izlabot klidainos génus, jo ta darbojas DNS
labosanas fermenti. Ja bojajums ir parak liels, tad Stna paSiznicinas jeb veic apoptozi.
Turpretim audzgja §tnu molekulas, kas atbild par to, lai §iina sanemtu attiecigus signalus par
labosanu, ir kltidainas, ka rezultata audz&ja Stina nespéj pati sevi izlabot. Tiesi pret&ji — jaunas
geénu klidas var likt audzgja $tinai sanemt nepareizus signalu, ta var sakt augt atrak, izplatities
talak kermeni vai klat rezistenta pret terapiju (Kelley et al., 2014, Lodish at al., 2000,
http://www.cancerresearchuk.org).

Ta ka audzgja Stinas loti atri reproducgjas, tas nesp&j nobriest [idz galam. Tam nav sava
specifiska funkcija organisma, ka tas ir ar normalajam $tinam. Tam nav ar1 virsmas molekulu,
kas lautu nostiprinaties starp citam Stinam. Sis TpaSibas neesamiba atvieglo audzgja Stinu

izplatibu talak pa organismu (http://www.cancerresearchuk.org).

Audzgja Stunam raksturiga ir niecigs skabekla patérin§ un palielinata glikozes
izmantoSana. Tapéc audzgja $iunas ir ka parazits, kas téré organisma energiju (Baba et al,
2007.). Ir pat ierosinats, ka audz&ju vajadzétu uztvert ka atsevisku funkcionalu organu (Cox et
al., 2011).

Audzgja Siinas pasas var manipul&t ar mikrovidi, lai uzlabotu to sp&ju izdzivot un tada
veida radot pozitivu tumorigénisko atgriezenisko saiti. Interesanti, ka $iinas ar tumorige€nisku
genotipu var klit fenotipiski normalas, ja tiek pareizi manipul€ts ar mikrovides saturu. No

Sobrid savaktajiem pieradijumiem, domajams, ka var€tu biit iesp&jams atjaunot kriits véza
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Stinulinijas tuvu normalajam Siinu fenotipam, manipul&jot ar Stinu mikrovidi un vienlaicigi
inhib&jot dazadus signalcelus (Cox et al., 2011).

Kopuma audzgja Siinas ir ka disfunkcionala organa karikatiira — to signalceli ir bojati,
audz€ja Sunas atpem baribas vielas tuvuma esoSajam Stnam, notiek toksisko
atkritumproduktu uzkrasanas, pieméram, laktatu, kas veicina vides paskabinasanos, ka ari ir
regioni, kur nenotiek perfiizija un veidojas lokala hipoksija (Dudley A.C., 2012).

Audzgja stnas produce ar1 EV bez jebkadas stimul&josas iedarbibas, tom@r pastiprinatu
to izdaliSanos izraisa Siinas stress, pieméram, ka atbilde uz karstuma Soku vai pretvéza zalu
iedarbibu. Audzgja izdalitas EV (tEV) apspiez imiino atbildi, kas vérsta pret audzgja Siinam
un veicina ta progresésanu un izdzivosanu (Gutierrez — Vazquez et al., 2013).

Audzgja izdalitas EV caur citam mikrovides S$tinam ietkm& veza progresiju. Ta,
pieméram, tEV satur metalloproteazes, kas atbild par ECM degradaciju. Tas veicina véza
Stnu invaziju. tEV var veicinat véZa Siinu rezistenci pret kimijterapiju un tas izsaukto Stinu
apoptozi. tEV stimul@ proangiogéno faktoru sekréciju un veicina epitelialo $tinu proliferaciju,
kuru rezultata notiek angiogenéze un audzgja augSana. Ka ari tEV, kas nak no véza $iinam,
paklauj iedarbibai Fas ligandus, kas inducé T Siinu apoptozi un inhib€ citu imunitates Stinu
funkcijas, kas lauj véza $inam izvairities no organisma imiinuzraudzibas (Turturici et al.,

2014). (skat. att.1.6.)
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1.6.att. Audzeja Sunu izdalito EV ietekme uz citam mikrovides §iinam (att€ls ar izmainam no

Turturici et al., 2014)

Ka ari, protams, audzgja izdalitas EV iedarbojas arT uz pasa audzgja $tinam. Notiek to
proliferacija un tiek induc€ta metastatiska uzvediba (skat. 1.4.2.att.) (Gutierrez — Vazquez et
al., 2013).

Audzgja EV piedalas atbildes reakcijas pret pretvéza terapijam un tas var iereosinat zalu
vielu rezistenci (Wendler et al., 2017).

Atkariba no tEV satura, tas ir iesaistitas vE€za inici€Sana, progres€Sana un
premetastatiskas niSas nodroSinasana. Ir kluvis ari skaidrs, ka tEV var ne tikai parnest
funkcionalus ncRNS, bet arTi DNS un modificét génu ekspresiju recipienta $iinas (Lopatina et

al., 2016, Seigneuric et al., 2016).
Endotglija Stnas
Endotélija Stinam ir svariga loma asinsvadu un limfvadu attistiba un funkcion€$ana

(Nikitenko et al., 2006). To nepartraukts slanis izklaj sirdi, arteriolas, kapilarus, vénas un

limfatiskos vadus. Tas ir specifisks un mainigs atkariba no audiem un organiem (Dudley,
2013).
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Neatkarigi no audu veida, tas veic dazadas funkcijas — regulé baribas vielu, skabekla un
citu vielu iekltsanu audos, uztur un regulé asins plismu, lai nodroSinatu netrombogénisku
virsmu un regulé leikocTtu parvietoSanos ieksa un ara no audiem (Dudley, 2013).

Normals endot€lija Stnu izkartojums ir akurats un hierarhisks (artérijas saistas ar
arteriolam, kas talak parveidojas par kapilariem ar planam sieninam). Bet audzg€jiem noveéro
abnormalu endot€lija morfologiju - asinsvadi ir ar neregularu diametru, trausli, ar sticEm un
asins plisma ir slikti reguléta (Dudley, 2013, Maishi et al., 2016). Endotélija $tinu parmériga
proliferéSanas un transformé$anas noved lidz patologiskai angiogenézei/ limfogenézei un
vaskularai disfunkcijai. Ta ir raksturigaka iezime laundabigiem audz&jiem (Nikitenko et al.,
2006).

Samazinato kontroles mehanisma reakciju un saasinato pro-angiogenézes signalu dgl,
audzgja endotglijs sanem nepartrauktus signalus augt un attistities (Nikitenko et al., 2006,
Gutierrez — Vazquez et al., 2013).

Tadi faktori ka hipoksija un augSanas faktoru stimuléSana rezult€jas ar endotelialo
disfunkciju (Dudley A.C., 2013).

Daudzus audzgjus raksturo augsta vaskulara endotelialas augSanas faktora — A (VEGF-
A) koncentracija. VEGF ir spécigs vazodilatators, kas veicina Skidrumu nopliides, augstu
intersticialo spiedienu, abnormalu asinsvadu zaro$anos, kura iespaida asinsvados veidojas
mazas spraugas un plaisas. Hroniska VEGF stimulacija audos noved pie neregularitates TEC
monoslani un barjerfunkcijas zaud@Sanas. Neregularitates TEC parklajuma apgriitina asins
plismu ka rezultata veidojas hipoksija un hiperfuzija. Uz endotelialajam $tinam spiedienu
rada ar1 paSa audz€ja Sunas, kas parklajas sava starpa un kopa tas rada biomehanisku
spiedienu, sasprindzinajumu un izmainas asins plisma. ST haotiska asins plisma arT ietekmé

endotélija formu, izméru un diferencésanos (Dudley A.C., 2013).

1.4. Hipoksija audzeja

Audzgja attistiSanas procesu raksturo ar strauju $tnu augSanu un daliSanos, kam
pievienojas $tnu mikrovides izmainas. Lielaka dala $o mikrovides izmainu notiek pateicoties
nepietickamai skabekla piegadei, kas veidojas no hipoksijas vai pat anoksijas (Vaupel P.,
2004).

Hipoksija ir izplatita iezime attistitajiem lokalajiem audz€jiem, kas tiek saistiti ar
pavajinatu terapeitisko atbildi un laundabigu progresiju, jo iesp&jams ir iestajies recidivs vai
notikusi lokala vai regionala izplatisanas talak organisma (Vaupel P., 2004).

Hipoksija veidojas no strukturalas abnormalitates audz€ja asinsvados, kuras dg] ir

samazinata skabekla izplatiSanas audzgja $tinas un nekrotiskaja vide (Silva et al., 2017).
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Hipoksijas efektu uz audz€ja progresiju medi€ virkne hipoksijas ierosinatas
proteomiskas un genomiskas izmainas, kas aktivé angiogenézi, anaerobo metabolismu un
citus procesus, kas nodroSina audzgja Siinu izdzivoSanu un izklGiSanu no vides, kur skabekla
daudzums ir nepietiekams (Vaupel P., 2004). Ka ar1 hipoksikajos apgabalos ir novérota augsta
imuno Stinu infiltracija, kas arT palidz ierosinat reakciju keédi, kas stimulé protumorialo génu
ekspresiju, pastiprina laundabigumu un var novest lidz pat zalu rezistencei (Silva et al., 2017).

Tatad hipoksijai ir aktiva loma onkogenézg€ un ta veicina audzgja vispargjo izdzivosanu.
Normalos audos skabekla limenis ir heterogéns un fiziologiskais pO2 var svarstities no 20
mmHg aknas un smadzenés lidz pat 70 mmHg nierés (tas ir 3,1 — 8,7% 0O,). Audzgjos
noverojams pO2 limena kritums 10 — 30 mmHg. 82% no visiem sk;abekla radijumiem, kas
nemti noa audz&jiem, uzrada 0,33% O, radijumus, kas atbilst 2,5 mmHg (Silva et al., 2017).

Hipoksikiem audiem ir tiecksme uz proliferéSanos un izdzivoSanu. TieSi agresivie
fenotipi ar paaugstinatu rezistenci pret terapiju ir saistiti ar loti hipoksiskiem audzgjiem, kas
iezZim€ hipoksijas klinisko nozimi (Silva et al., 2017).

Hipoksiju inducgjosie faktori (HIFs) ir saistiti ar hipoksisko audzg&ju mikrovidi (Silva et
al., 2017). HIF-1 ir galvenais regulators audzg&ja $tinu adopcija pie hipoksiska stresa (Vaupel
P., 2004). Tas visbiezak ir izplatits solidajos un metastatiskajos audzgjos, pieméram, kriits,
prostatas, resnas zarnas, plauSu, aizkupga dziedzera, galvas un kakla audz&jos. HIF-1
molekula funkcion€ ka heterodinamisks transkripcijas faktors, kas sastav no HIF-1a un HIF-
1B. Kad skabekla Iimenis samazinas, HIF-la akumulgjas un parveidojas kodola, kur tas
izveido aktivo transkripcijas faktoru HIF-1, saistoties ar HIF-1B. ST molekula talak regule
daudzus génus, kas saistiti ar véza biologiju un metabolismu un kontrolé ta proliferé$anas
sp€ju, metastazu veidoSanos un $iinu agresivitati, ka ari ta potenc€ Stinu rezistenci pret
radioterapiju un kimijterapiju (Silva et al., 2017).

Dazu terapiju rezultata ari var veidoties hipoksija audzgja, piemeram, antiangiogenézes
(VEGF inhibitori) terapijas rezultata, ka arT androgénu deprivacijas terapijas laika. Vairums So
zalu vielu darbibas mehanisms ir balstits uz skabekla un baribas vielu piegades samazinaSanu
audzgja. Zalu vielu izraisita hipoksija tiek uzskatita par vienu no galvenajiem faktoriem, kas
samazina efektivitati plaSa spektra pretvéZa terapijam. Bet petijumi rada, ja uzmanigi izvélas
kombingétas terapijas un to secibu, tad tas var parverst hipoksiju par potencialo terapijas mérki.
Pieméram, kombingjot topotekanu, kas ir HIF inhibitors, ar bavacizumabu, kas ir antiviela,
kas mérkéta pret VEGF, uzradija sinergisku pretaudzgja aktivitati glioblastomas gadijuma

(Silvaetal., 2017).
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1.5.  StarpSiinu matrikss

Lokala mikrovide jeb niSa veéza Stnas spéle lielu lomu veza attistiba. Svarigs tas
komponents ir starpStinu matrikss. Tas ir komplekss makromolekulu tikls ar ipatngjam
fizikalajam, biokimiskajam un biomehaniskajam ipasSibam (Lu et al.,, 2012). ECM tiek
definéts ka dazadu proteinu un cukuru kopums, kas ieskauj apkart esosas $iinas. Tas sastav no
IV tipa kolagéna, dazadiem kolagénu apakStipiem un laminina, ka ar1 no nekolagéna
molekulam, pieméram, glikozaminoglikana (GAG) - hialuronana un proteoglikana -,
fibronektina, vitronektina un trombospondina. ECM ir ka nodalijjums, kas nodroSina
strukturalo atbalstu un veido raksturigas formas un dimensijas audiem un organiem (Cox et
al., 2011, Stewart et al., 2004).

Lai gan ECM tiek stingri kontroléts embrionalaja attisttba un organu homeostazg,
parasti ta normala darbiba tiek izjaukta slimibas laika (Lu et al., 2012). Kad ECM
remodelacija klist parmériga un nekontrol¢jama, veidojas dzivibai bistams patologisks
stavoklis. TieSi ECM remodelacija ir kritisks faktors audz&ja laundabiguma un metastazu
veidosanas progresija (Cox et al., 2011).

Kad vézis progresé, ECM komponentu ekspresija var pastiprinaties, pavajinatiesvai tie
var pazust . Pieméram, kad prostatas Stinas sak parveidoties par onkogéniem, kolagéns IV sak
specigak ekspreséties prostats v&za Sunu Iinijas; tikmer noverota arl pastiprinata laminina
ekspresija, bet kalcija neatkarigo intracelularo $iinu adhé&zijas molekulas — 7 (ICAM-7)
ekspresija ir samazinata. Kaulu véZa gadijuma ECM tiek nov@rota pastiprinata kaulu
sialoproteina (BSP), osteopontina (OPN) un osteokalcina (OC) ekspresija (Stewart et al.,
2004). Sadas ECM anomalijas var parregulé stromas $iinas, sekmét ar audzgju saistito
angiogenézi un iekaisumu un veido audz&jam labvéligu mikrovidi (Lu et al., 2012).

ECM darbojas ari ka barjera pret progreséjoSajam véza Stinam. Lai tiktu cauri ECM
barjerai, véza $tinas sak razot specifiskas proteazes, kas degrade ECM komponentus. Matriksa
metalloproteaze (MMP) ir ar plasu substrata specifiku pret ECM komponentiem, pieméram,
kolagena I, I, 11, un IV tipu, lamininu un fibronektinu. Audzgja Siinam augot un daloties tas
sekrete MMP un sagrauj stromu un pamata membranu. Ari neitrala endopeptidaze (NEP) ir
Stinas virsmu metalloproteaze, kas iesaistita véZa progresijas veicinasana. Tapat ar1 katepsins
ir sp&jigs degradet dazus no ECM komponentiem, tai skaita, kolagénu IV, fibronektinu un

lamininu (Stewart et al., 2004).
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1.6. Mikrovides Stinas ka terapeitiskie merki

1.6.1. Angiogenéze ka pretaudz&ju terapijas mérkis

Audzgja augSana un izplatiSanas ir atkariga no skabekla un baribas vielam, ko tam
piegada jaunizveidotie asinsvadi (Sounni et al.,, 2013). Tapéc, lai veicinatu asinsvadu
veidoSanos, tiek izdaliti dazadi proangiogénie augSanas faktori. Svarigakais no tiem -
vaskularais endot€lija augSanas faktors (VEGF). Lielakajai dalai solido audz&€ju VEGF
ekspresija ir loti augsta, tapec radas ceriba, ka inhib&jot VEGF signalcelus, varétu panakt
efektivu antiangiogenézes terapiju gandriz visiem audz&ju tipiem (Vasudev et al., 2014).

Pirms 40 gadiem angiogenéze paradijas ka jauns, unikals terapeitiskais mérkis véza
arstéSana. Lietojot antiangiogenézes agentus, tika novérots, ka palielindjas vispargja
izdzivoSana vai progresijas brivie periodi pacientiem ar metastatisku kolorektalo vézi, plausu
vézi un krits veézi, dodot to kombinacija ar parasto kimijterapijas reZimu. Bet kopuma
antiangiogenézes zalu vielu sniegtais labums bija saméra mazs un lielakajai dala véza
pacientu parstaja veidoties atbilde vai atbildes nebija nemaz uz $o terapiju (Sounni et al.,
2013). Sobrid tadas uz VEGF signalceliem mérkétas zalu vielas, ka bevacizumabs, sunitinibs
un aflibercepts, ir uzradijusas parliecino$u aktivitati darbibas vidé, bet tomér VEGF
inhibicijas nav pietiekosi efektiva pret visiem vezu tipiem.

Bevacizumabs (Avastin®) un aflibercepts (Eylea®) ir monoklonalas antivielas, kas
saistas tikai ar VEGF-A (aflibercepts saistds ari ar placentas augsSnas faktoru (PIGF))
(Vasudev et al., 2014). Lai gan monoklonalas antivielas ir monospecifiskas, kad tiek runats
par saistiSanos ar specifiskiem agentiem, to mérku neitralizéSanas var Dblokét citu
angiogenézes faktoru funkcijas. Pieméram, ramucirumabs (Cyramza®) saistas ar VEGFR2 un
bloké mijiedarbibu ar VEGF-A, VEGF-C un VEGF-D. Lidzigi art aflibercepts var neitralizet
ligandus, jo pie vienas receptora saitas vairaki ligandi (VEGF-A un PIGF) (Cao Y., 2016).

Sis zalu vielas ir vienigas no antiangiogenézes lidzekliem, kas uzrada nozimigu
aktivitati kombinacijas ar citotoksiko kimijterapiju. Skaidrojums tam visam ir ‘“vaskulara
normalizacija”. Ir zinams, ka audzgja asinsvadi ir cauri, ar siicem un disfunkcionali.
Prekliniskie pétijumi rada, ka traucgjot VEGF signalcelus, tas noved pie audzgja asinsvadu
funkcijas uzlaboSanas (vaskulara normalizacija) un tas savukart veicina kimijterapijas zalu
vielu piekliSanu audz&jam. Principa bevacizumabs un aflibercepts uzlabo ko-administrétas
kimijterapijas zalu vielu piegadi (Vasudev et al., 2014, Cao Y., 2016).

Uz kimiskajiem savienojumiem bazetas zales nav tik specifiskas ka monoklonalas

antivielas. Visbiezak tiek izmantoti tirozinkinazes inhibitori (TKI), kas veidoti, lai inhibétu
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VEGF signalcelus plasaka spektra (Vasudev et al., 2014, Cao Y., 2016). Liclaka dala no
VEGF — TKI ir mérkéti uz VEGFR1, VEGFR2 un VEGFR3 signalceliem. So receptoru
inhibitori blok& arT daudzu citu receptoru kinazes, kas nav no VEGF saimes, bet, kas arT ir
saititi ar angiogenézes signalceliem — trombocitu augSanas faktoru (PDGF) receptori un
fibroblastu augsanas faktoru (FGF) receptori (Cao Y., 2016).

FDA Sobrid ir apstiprinajusi 4 TKI inhibitorus — sorafenibu (Nexavar®), sunitinibu
(Sutent®), pazopanibu (Votrient®) un aksitinibu (Inlyta®) (Vasudev et al., 2014).

Teorétiski antiangiogenézes zales ar plaSa spektra iedarbibu batu vélamakas un,
iespejams, efektivakas véza arstéSana, jo laundabigie audi ir heterogéni, ar dazadam audzgja
§@nu populacijam, kas producé daudz un dazadus angiogénos faktorus. Saja gadijuma TKI
bitu vairak piem&roti neka monoklonalas antivielas, kas mérkétas tikai uz atseviskiem VEGF
signalceliem. Bet kliniskie pétjumi liecina, ka TKI ne vienmér ir efektivaki par
monoklonalajam antivielam. Tie uzrada ari dazadus profilus toksicitate, ka ari
monoklonalajam antivielam ir ilgaks pusizvadiSanas periods neka kimiskajam molekulam
(Cao Y., 2016).

No sakuma tika uzskatits, ka uz VEGF signalceliem meérkéetas terapijas nebis toksiskas.
Tomeér klinisko pétijumu rezultata tika atklatas daudz blakusparadibas — hipertensija,
proteiniirija, pavajinata bracu dziSana, GI perforacija, hemoragijas, trombozes,
leikoencefalopatijas, kardiotoksicitate un endokrina disfunkcija. Ar lielako dalu no $tm
blakusparadibam var tikt gala rutinas veida, bet parmeériga toksicitate var radit nepiecieSamibu
taisit partraukumus arst€Sanas kursa, veikt devu samazinasanu vai pat pilniba partraukt kursu
(Vasudev et al., 2014).

Prekliniskajos pétijumos ir noverots, ka sisteémiskas arstéSanas rezultata tiek ierosinatas
vaskularas parmainas ne tikai audz€jos, bet ari citos audos un organos. Pieméram, pelém
sistémiska antiangiogené&zes terapija izraisija ievérojamu regresiju ~ 70% mikroasinsvadiem
vairogdziedzeri, bet mazaka apjoma citos endokrinajos organos (virsnieru dziedzeros,
aizkunga dziedzeru salinas, aknasm nierés un GI siena) (Cao Y., 2016).

Ir noverots, ka antiangiogenézes lidzekli var izraisit vazoinvaziju audzgja $inas, kas
noved pie metastazu veidoSanas un saisinatu dzivildzi pelém. lespgjams, ka Saja procesa ir
iesaistits audz€ja mikrovides aizsargmehanisms, kas var novest Iidz vél agresivakam un
invazivakam audzgja fenotipam (Sounni et al., 2013).

Prekliniskie un kliniskie dati uzrada, ka, ja VEGF meérketa terapija tiek partraukta,

audzgja asinsvadi var atjaunoties un veicinat audzg&ja ataugSanu (Vasudev et al., 2014).
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1.7.att. Efekts ar terapiju un péc terapijas partraukSanas audzéja vaskularizacijas procesa (attéls

ar izmainam no Cao Y., 2016)

Tas rosina domat, ka VEGF terapija butu javeic ilgtermina, lai sasniegtu maksimalo
terapeitisko labumu (Vasudev et al., 2014). Sobrid gan nav saskanotu uzskatu par to cik ilgi
biitu javeic angiogenézes terapija, jo antiangiogenézes agents tiek pielietots péc kimijterapijas
vai tas laika. Tapat ari §is terapijas laika visticamak, ka saksies adversie efekti, kuru dél]
terapija bus jaatliek. Ar1 rezistences rasanos nedrikst izslégt no riska faktoriem, kuru dg]
japartrauc terapija (Cao Y., 2016).

P&dgjo gadu laika diskusijas ir augusas saistiba ar antiangiogenézes terapiju, jo liclakai
dalai pacientu netiek novérota atbildes reakcija (Sounni et al, 2013., Cao Y., 2016).
Pacientiem ar aizkunga dziedzera v€zi un krits v€zi antiangiogenézes terapija nav devus
1pasus uzlabojumus vispargja dzivildzeé (Sounni et al., 2013).

Ka ari ir novérota novirze starp prekliniskajiem un kliniskajiem datiem (Sounni et al.,
2013). Ir loti daudz jautajumu tiesi par darbibas mehanismiem, pieméram, ja visu solido vézu
augSana ir atkariga no angiogenézes, tad kapéc antiangiogenézes terapijas nav veiksmigas?
(Cao Y., 2016)

Sobrid notiek talaka antiangiogengzes zalu vielu atfisti§ana un optimizacija. Domajams,
tos varétu izmantot ka paliglidzek]us adjuvantu vai neoadjuvantu terapija, kas kombinéta ar
tradicionalo citotoksikso kimijterapiju (Sounni et al., 2013). Adjuvantu terapija tos varétu
izmantot péc kirurgiskas iejaukSanas, kad audzg€js ir iznpemts, lai noveérstu recidivu vai
mikrometastatisko audz&ju izveidosanos (Vasudev et al., 2014). Bet neoadjuvantu terapija tos
varétu izmantot, lai samazinatu audzgja izmé&rus un parveidotu neresekc€jamu bojajumu uz
resekc€jamu. Otrkart, tas var€tu samazinat iesp&ju lokalam recidivam un metastazém
(Vasudev et al., 2014).

Antiangiogenézes lidzekli, kas tiek pielietoti klinika, centréjas uz VEGF signalcela

blokadi, bet tadus VEGF — neatkarigos angiogenézes faktorus, ka fibroblastu augSanas
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faktorus, angiopoetinu, placentas augSanas faktoru, matriksa metalloproteazes (MMPs) un

starpStinu matriksa molekulas, ir verts pétit talak (Sounni et al., 2013).

1.6.2. Pretiekaisuma terapija

Iekaisums ir kluvis par vienu no mérkiem pretvéza terapijas (Rayburn et al., 2009) un
prekliniskie petijumi rada par labu pretiekaisuma zalu lietoSanai véza attistibas aizkavéSanai
un terapijai.

Audzgju veicinosie ikaisuma inhibitori ir veidoti, lai:

a) inhibétu signalu dev&us un transkripcijas faktorus, kas medi¢ izdzivosanu un
augSanu, piem&ram, kodola faktoru NF-«kB vai signalu dev€&jus un aktivétajus no transkripcijas
3 (STAT3);

b) inhib&tu audz&ju veicinosos hemokinus un citokinus, kas veicina audzgja infiltraciju
ar iekaisuma Stnam, ka IL-1, IL-6, TNF-a vai receptoru anatagonistus mérkgot C-C
hemokinu receptoru tipiem 2 un 4 un CXC hemokinu receptoru tipam 4.

C) iznicinatu protumorigénas iminsistémas un iekaisumu regul&josas Sinas, ka
piemé&ram, mieloidas supresorsiinas un makrofagus.

Dazi pretiekaisuma lidzekli uzrada samazinatu audzg€ja sastopamibas biezumu, ja tos
lieto ka profilakses lidzeklus. Noverots ar1, ka samazinas audzgja progreséSana un mirstiba, ja
pretiekaisuma Iidzeklus lieto terapijas nolikkiem. Daudzi pretiekaisuma agenti var parveidot
pasu audzgju vai ta mikrovidi, samazinot $linu migraciju, veicinot apoptozi un jutigumu pret
citam terapijam (Rayburn et al., 2009). Epidemiologiskie dati uzrada, ka kriits, kolorektala un
plausu véza gadijumi apgriezti proporcionali saistiti ar aspirina un nesteroido pretiekaisuma
Iidzeklu (NPL) lictosanu (Sounni et al., 2013, Rayburn et al., 2009). Turklat, pacientem ar
kolorektalo vezi, kuri ilgstosi lietoja NPL, tik novérota daudz zemaka mirstiba neka tiem, kuri
nelietoja NPL. Lidzigi rezultati tika noveroti art plauSu véZa slimniekiem. Tomer ar1 NPL nav
efektivi visiem véZu gadijumiem. Ta, piem&ram, olnicu véZa gadijumo netika novérota véza
regresija pacientiem, kas lietoja NPL 10 gadus un ilgak. Lai arl ir nov€rota nozimiga
korelacija starp NPL lietoSanu un samazinato incidenci primariem un atkartotiem véZa
gadijumiem un samazinatas mirstibu gadijjumiem, tomér to efektivitati ietekm& deva, to
lietoSanas ilgums, v&za tips (Rayburn et al., 2009).

Ciklooksigenazes — 2 (COX — 2) inhibitori (Sounni et al., 2013) ir selektivaki NPL un
tiem ir mazaks risks izraistt kairinajumu GI trakta. COX-2 tiek parlieku ekspreséts daudzos
premalignantos, malignantos un metastatiskos véZos un to ekspresivitates stiprums korele ar
invazivitati. Farmakologiskajos pétijumos ir noskaidrots, ka COX-2 inhibitori atkariba no to

devas inhib& audz&ja augSanu un metastazéSanos. Un tie pat varétu darboties sinergiski ar
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Sobrid izmantotajiem citotoksikajiem agentiem (Koki et al., 2002). Kliniskajos p&tijumos ir
secinats, ka, pieméram, celekoksibs izraisa adenomas samazinaSanos un tas mudinaja FDA
apstiprinat celekoksibu adjuvantu terapijai. PEtijumos noverots, ka celekoksibam var&tu but
aktivitate pret citiem vézu veidiem, pieméram, olnicu vézi (Rayburn et al., 2009).

Kortikosteroidi visbiezak tiek lietoti, lai samazinatu Kkimijterapijas izraisitos
blakusefektus un radiacijas sekas. Bet ar1 tie uzrada pretvéza aktivitati gan lietojot atseviski,
gan kopa ar Kimijterapijas agentiem. Piem&ram, deksametazons samazinaja plausu véza
gadijumus par 60% pelém, kas tika paklautas tabakas dimu iedarbibai. Tapat ar1 tika noveérots
sakotngja arstéSana ar deksametazonu var uzlabot efektu konvencialajam terapijam pret
dzivnieku gliomam, at1 krits, plausu un resnas zarnas véziem. Deksametazons sp€j noverst
estrogéna atkarigo krits v&za augSanu antagoniz€jot estrog€na sulfotransferazi. Citi
glikokortikoidi, pieméram, hidrokortizons un prednizons, ari uzrada sp&ju samazinat véza
§tnu aug8anu in Vitro un samazina audz&ju augSanu ksenografta modeli in vivo (Rayburn et
al., 2009).

Tomér, NPL ir nespecifiski un un to lietoSana véza arst€Sanai un profilaksei ir stridiga
(Sounni et al, 2013., Rayburn et al., 2009). Tie neuzrada nozimigu klinisko prieksrocibu
lietoSanai, ka ar1 blakusefekti uzrada GI toksicitati un kardiotoksicitati. TieSi
kardiotoksicitates d€] daudzi no COX-2 inhibitoriem ir atsaukti no lietoSanas (Rayburn et al.,
2009).

Dazi NF-kB vai STAT3 inhibitori palielina terapeitisko efektu arstgjot kaulu metastazes
prostatas veéza gadijuma, bet ilgstoSa NF-kB inhibéSana var novest lidz smagiem
blakusefektiem, ko izraisa aknu bojajumi un iminnepietickamiba, izraisot neitrofiliju un
palielinot akiito iekaisumu, kas saistits ar pastiprinato IL-1 B sekréciju.

Tiesi Sie blakusefekti ir kavgjusi NF-kB un IKKB (NF-kB kinazes apaksvieniba )
inhibitorus attistit kliniskai lietoSanai.

Zales, kas mérkétas uz citokiniem, pieméram, anti-IL-6 un anti — TNFa, dazos véza
gadijumos ir paradijusi nelielu pozitivu terapeitisko efektu ar dal&ju atbildes reakciju.

Prekliniskajos petijumos ir noverots, ka anti-RANKL antivielas inhibé kaulu metastazes
prostatas un kriits véza gadijumos un IL-1 inhibicija blok&ja mielomas progresiju.

Lai gan, mérkétie citokini, hemokini un transkripcijas faktori, ir uzradijusi interesantus
rezultatus prekliniskajos pétijumos, tomér to potencials ka vienigajiem agentiem, arst&jot vézi
cilvekiem, ir limitéts. So agentu kombinacijas ar citiem mérkiem ir vajadzigi kliniskajiem
pétijumiem, lai nodroSinatu to efektivitati un ierobezotu to blakusefektus (Sounni et al.,

2013).
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1.6.3. CAF ka terapijas mérkis

CAF ir genétiski stabilaki, ja salidzina ar audz&ja StGnam un imunosupresivajiem
komponentiem audzgja mikorivde. Tiesi tas padara tos pievilcigus ka mérkus pretaudzgja
terapija (Qui et al., 2016).

CAF ekspres€ ar membranu saistitas serina proteazes, ko sauc par fibroblastu aktivéjoso
proteinu o (FAPa), ko nevar atrast normalos fibroblastos (Sounni et al., 2013).

FAP ekspresésana ir saistita ar sliktakam prognozém daziem v€zu tipiem, piemé&ram,
resnas zarnas, olnicu, aizkunga dziedzera un hepatocellularo karcinomu gadijumos, bet ne
kriits véza gadijuma.

Imunohistokimiskie pétijumi rada, ka FAP galvenokart lokaliz€jas stroma blakus
audz&ja §anam, bet nav sastopamas stroma pie normaliem audiem. ST Tpasiba padara to par
pievilcigu kandidatu audz&ju mérk&tajam terapijam.

I un II stadijas pétijumi, mérk&jot monoklonalas antivielas uz FAP, nav izdevusies, ka
arT méginajumi blok&t enzimatisko aktivitati FAP, rezultgjas ar zemaku izdzivoSanas iesp&ju
plausu véza pacientiem. Balstoties uz Siem konflikt§josajiem datiem, kas iegiiti mérkgjot
audzgja mikrovide tieSi uz FAP, alternativa varétu biit, izmantojot FAP enzimatisko
aktivitati, aktivet citotoksiskas pro-zales (Sounni et al., 2013).

Vel ir iespgja izmantot DNS vakcinas, kas ir mérk&tas uz cilveka FAPa. To darbibas
mehanisms balstas uz to, ka tas samazina audz&ja aug$anu producgjot FAPa — specifisku
citotoksisko T limfocitu atbildi, kas nogalina CAF un tada veida samazinas ari FAPa
ekspresija, kam talak seko pavajinata colagéna I un citu stromalo faktoru ekspresija (Qui et
al., 2016).

Henry et al. zinoja, ka stromalais FAP ir labak novérojams agrina stavokli
kolorektalajam vézim un mazakiem kolorektaliem audz€jiem. Palielinats FAP daudzums ir
nelabveéligas zimes indikators pacientiem ar attistitu metastatisko vézi. Petjjumi ierosina, ka
FAP inhibicijau vajadzetu notikt audzgja agrinaja stavokli, kad FAP limenis ir lielaks. Darba
galvenais mérkis bija izpétit audzgja sekreteto EV ietekmi un MCS diferenciaciju CAF Siinas,
jo §1s zinasanas pavertu jaunas iesp&jas CAF merketu terapeitisko lidzeklu izp&tei un izstradei

(Henry et al., 2007, Rui et al., 2012).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1 Izmantotie materiali un iekartas

Iekartas:

Analitiskie svari WTB 200, RADWAG

ELISA mikroplasu lasitajs TECAN Infinite ® 200 PRO, Tecan Group Ltd

Materiali:

96 laucinu platite, Nunc

8 kanalu mikropipete, Finpipette

1 kanala mikropipete

Vienreiz lietojami pipesu uzgali, Sarstedt

Vienreiz lietojamie Ependorfa stobrini (1,5 mL), Sarstedt

Reagenti:

Fosfata salu buferskidums (10x nesterils) (PBS) kat. Nr. P7059;

Liellopa seruma albumins (BSA), Fraction V, 296% kat. Nr. A9647 — 100G;

Tween ® 20 kat. Nr. P2287;

DuoSet ® ELISA Human VEGF kat. Nr. DY293B-05, R&D systems;

DuoSet ® ELISA Human CXCL8/ IL-8 kat. Nr. DY208-05, R&D systems;

Substrata reagenta komplekts, Glo Substrate Reagent Pack (Reagent A & B), R&D systems
Mezenhimalas cilmes $tnu liniju D76 un D60 kultivésanas $kidumi tika sanemti no LU MF
zin. asistentes Mg. farm. Inetas Popénas.

No kolorektala audzgja $tnu linijam SW480, SW620 hipoksija un normoksija iegitas EV tika
sanemtas no prof. Aijas Liné grupas Biomedicinisko P&tjjumu un studiju centra un nosauktas
EV 480N, EV 480H, EV 620N, EV620H.

22.  IL-8 un VEGF ELISA tests

2.2.1. Skidumu pagatavo$ana

PBS 1x Skidums

Nem 50 mL 10x PBS un pievieno 950 mL destilétu tideni, lai iegiitu 1x PBS (137 mM NacCl,
2,7 mM KCI, 8,1 mM Na;HPQ4, 1,5 MM KH,;PO,4, pH 7,2 -7,4).

Skalo§anas buferskidums

0,05% Tween ® 20 PBS $kiduma. Uz 50 mL PBS $kiduma nem 0,025 mL Tween ® 20, pH

72-74.
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Blokésanas buferskidums

1% BSA PBS skiduma. Nem 0,5 g BSA un iz§kidina 50 mL PBS Skiduma

0,1% BSA, 0,05% Tween ® 20 Tris — buffered Saline (20 mM Trizma base, 150 mM NacCl).
0.05g BSA skidinajam 50 mL PBS.

Substrata skidums

Sajauc krasu reagentu A (H20,) ar krasu reagentu B (Tetrametibenzidins) attieciba 1:1.

Stop Skidums

Tiek izmantota 2N H,SO,.

2.2.2. Reagentu pagatavoSana

Primara antiviela (Capture antibody)

720ug/ mL pelu antivielu pret cilvéka IL-8 atSkaida Iidz darba koncentracijai PBS skiduma -
4ug/ mL. Tiek nemts 60uL reagenta un $kidinats uz 12 mL PBS

Sekundara antiviela (Detection antibody)

Biotiniléta kazas antiviela pret cilvéka IL-8 atSklaida lidz darba koncentracijai reagenta
Skidinataja, nemot 20 pL reagenta un $kidinot 980 uL reagenta $kidinataja.

Standarta Skidums

Pie cilvéka rekombinanta IL-8 (100 ng/ mL) pievieno 0,5 mL destiléta Gidens un veic divkarsu
atSkaidijumu ar sakuma koncentraciju 2000 pg/ mL.

Streptavidins — HRP

Pudeliti ar streptavidina konjugatu ar marrutku peroksidazi atSkaida Iidz darba koncentracijai.

2.2.3. Darba gaita

Atskaidijuma shéma standarta paraugiem

500uL 500pL 500pL 500uL 500uL 500uL

N N N O Oy N

2000 pg/ 1000 pg/ 500 pg/ 250 pg/ 125 pg/ ml | 62,5 pg/ 31,3 po/

mL mL mL mL mL mL

Lai izveidotu standartlikni ar 7 atskaites punktiem, nem 7 stobrinus. Pirmaja stobrina
pievieno 1000 uL ieprieks sagatavota rekombinanta IL-8 standarta skidumu ar koncentraciju
2000 pg/ mL, pargjos stobrinos pievieno 500 pL destiléta Gidens. Talak tiek veikta standarta

Skiduma divkarsa atSkaidiSana — no pirma stobrina nem 500 pL $kiduma un pievieno otrajam
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stobrinam, tad no otra stobrina atkal tiek nemti 500 pL Skiduma un pievienoti treSajam

stobrinam. DivkarSo atSkaidisanu kopa veic 6 reizes, lai visi stobrini saturétu rekombinanta

IL-8standarta Skiduma dalu.

ELISA eksperimenta plates dizains 96-laucinu plate

1 2 3 4 5 6

A 2000 pg/ | 2000 pg/ | D76 Neg | D76 Neg | D6 620N | D6 620N
mL mL

B 1000 1000 D76 480N | D76 480N | D6 620H | D6 620H

C 500 500 D76 480H | D76 480H

D 250 250 D76 620N | D76 620N

E 125 125 D76 620H | D76 620H

F 62,5 62,5 D6 Neg D6 Neg

G 31,3 31,3 D6 480N | D6 480N

H kontrole | kontrole | D6 480H | D6 480H

Plates sagatavoSana

Lidz darba koncentracijai atS8kaida primaras antivielas Skidumu PBS Skiduma, bez
nesgjproteina. Nekavgjoties parklaj 96 laucinu plates katru laucipu ar 100 pL atSkaidita
primaras antivielas Skidumu. Noslédz plati un inkubé istabas temperattira uz nakti.

Nakamaja diena plates tiek 3 reizes pec kartas ripigi izskalotas ar skaloSanas
buferskidumu. Ar 8 kanalu pipeti, katru laucinu piepilda 300 puL skaloSanas buferSkiduma.
Péc katras skaloSanas reizes plati kartigi nosusina ar papira dvieli, lai pilniba atbrivotos no
skaloSanas buferskiduma.

Plati blok€, izmantojot blok&Sanas buferSkidumu. Izmantojot multikanalu pipeti, katra
laucina iepilda 300 uL blokésanas buferskiduma. Inkubgé istabas temperatiira vismaz uz 1
stundu.

Skidumu izlej no plates un atkarto mazgasanas procesu 3 reizes.

NoteikSanas procediira

Katra laucina reagenta Skidumam pievieno 100uL parauga. Parklaj ar adhezivo pléviti
un inkubé istabas temperatiira uz 2 stundam. P&c 2 stundam Skidrumu nolej un veic
mazgasanas procediiru, ka tas noradits pie plates sagatavoSanas. P&c tam katram laucinam

_____
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adhezivo pléviti un inkubg istabas temperatiira uz 2 stundam. Kad inkubacijas laiks pagajis,
lieko Skidrumu izlej un atkarto mazgasanas procediiru ta, ka tas noradits pie plates
sagatavoSanas. Tad katra laucipa iepilda 100 puL Streptavidina — HRP $kiduma. Nosedz plati
ar adhezivo pléviti un inkubé uz 20 min istabas temperatiira, tumsa vieta. P&c 20 min
Skidrumu izlej un atkarto mazgasanas procediiru ta, ka tas noradits pie plates sagatavoSanas.
P&c tam katra laucina iepilda 100uL substrata skiduma. Plati nosedz ar pléviti un inkubgé uz 20
min istabas temperattira, tumsa vieta. P&c tam katram laucinam pievieno 50puL Stop skiduma.
Lai nodrosinatu Skidumu sajaukSanos, platiti viegli pakrata. Novérojama krasu maina uz
dzeltenu. Tad katram laucinam nosaka optisko blivumu, izmantojot mikroplaSu lasitaju

TECAN Infinite® 200 PRO, pie vilpu garuma 450 nm.

2.3.  Datu apstrade

Vispirms tika aprékinata vidgja absorbcija un standartnovirze katram dublikatam. P&c
iegltajiem datiem tika konstruétas divas standartliknes, kur uz x ass atrodas IL-8
koncentracija (pg/mL) un VEGF koncentracijas (pg/mL), bet uz y ass atrodas optiska blivuma
(OB) vértibas. Caur iegutajiem punktiem tika novilkta tendences likne un noteikts taisnes
vienadojums. legiitos datus talak analiz€ja izmantojot programmas Microsoft Excel 2010 un
GraphPadPrism 7.0. Lai noteiktu statistisko ticamibu iegiitajiem rezultatiem, tika izmantoti
One-way ANOVA tests un t — tests. Rezultati tika uzskatiti par statistiski ticamiem, ja p <
0,05.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

1.1 IL-8 un VEGF standartliknes uznemsana

Izmantojot VEGF un IL-8 reagentu komplektus, lai noskaidrotu esktarcelularo vezikulu
izraisitas izmainas citokinu sekrécija no adas iegiitajas MCS. Optisko blivumu pie vilpu
garuma 450 nm uznéma ar iekartu TECAN Infinite ® 200 PRO. Optiska blivuma vértibas tika
apkopotas un nolasitas ar Magellan programmu.

Izmantojot Microsoft Excel 2010 tika konstruéta IL-8 un VEGF standartliknes un
noteikti taisnes vienadojumi (skat. 3.1. att., 3.2. att.). Standartliknes vértiba bija robezas no
31,3 pg/mL Iidz 2000 pg/mL. Taisnes vienadojumu rezultati R* apliecina, ka metode ir
izpildita pareizi. Jo R? vértiba tuvaka 1, jo precizaks ir gala rezultats.

Redzams, ka iegiitas veértibas nedaudz atSkiras no standartliknes pagatavosas laika
veiktajiem aprékiniem. Tas var biit saistits ar precizitates kludam, piem&ram, neprecizi

atSkaidijumi, nepilnigi izskalota plate skaloSanas laika.

24
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3.1.att. IL-8 standartlikne
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3.2.att. VEGF standartlikne

IL-8 ekspresija MCS

MCS ir Stinas, kas var sekretét simtiem dazadu faktoru, lai nodroSinatu §tinu aug$anu un
attistibu. Bet tikai pavisam nesen ir atklats, ka tas var tik ietekmétas caur audzgja sekretétajam
EV. Audzgja EV spgj tas parveidot ta, ka MCS maina savu darbibas virzienu un sak sekretet
dazadus faktorus, lai veidot audz€ja attistibai nepiecieSamo vidi un nodroSinatu audz€ja
progresiju. Viens no aktivak sekretétajiem faktoriem, audz€ja Stnu iedarbibas rezultata, ir IL-
8 (Wang et al., 2015).

IL-8, kas zinams arT ka CXCLS8, ir hemokins, kas var iedarboties ne tikai uz leikocitu
hemotaksi vai iekaisuma atbildi un infekciju slimibam, bet ari var iedarboties uz
endotelialajam S§tnam un caur to receptoriem veicinat S$inu migraciju, invaziju un
proliferaciju, ka arf angiogenézi audzg&ja $tnas in vivo (Waugh et al., 2008, Ning et al., 2011).

IL-8 piemit proangiogenézes sp&jas un tas ir apstiprinajies jau vairakos pétijumos,
piem&ram, olnicu, plausu, krits, kunga un kolorektala véza gadijumos (Verbeke et al., 2011,
Pecot et al., 2013, Ning et al., 2011).

Masu eksperimenta tika apskatita kolorektala audzgja SW480 un SW620 Siinu liniju
sekreteto EV iedarbiba uz citokinu sekrécijas izmainpam D6 un D76 adas MCS. legitie
rezultati tiek att€loti ar citokinu sekrécijas optisko blivumu (OB) pie vilpu garuma 450 nm un
citokinu sekrécijas vidgjo koncentraciju (pg/ mL) un analiz&ti programma GraphPad Prism

7.0.
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Vispirms tika novérota IL-8 ekspresija MCS paraugos D6 Neg un D76 Neg, kas netika
stimul&tas ar EV no audzgja $tnu linijam. Novérojams, ka abas MCS linijas sekreté IL-8
nestimuléta stavokli. Starp iegltajiem rezultatiem ir novérojama statistiski ticama atskiriba
salidzinajuma ar kontroli ($tnu kultGru barotne) (p < 0,001; one — way ANOVA) (skat 3.3.
att.).
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3.3.att. IL-8 sekrécija D6 Neg un D76 Neg pret kontroli; p <0,001; One — way ANOVA
*p < 0,001 Nestimuléto MCS§ D6 Neg un D76 Neg paraugi pret kontroli; One — way ANOVA

VEGF ekspresija MCS

Vaskularais endotelialais augsanas faktors (VEGF) tiek producéts daudzas S§inas,
piem&ram, audz€ja Sinas, makrofagos, trombocitos, keratinocitos u.c. VEGF aktivitate nav
limitéta tikai ar vaskularo sist€ému. Tas var arT piedalities normalas fiziologiskajas funkcijas,
pieméram, kaulu form&Sana, hematopo&zg, bricu dzisana un attistiba (Duffy et al., 2013). Ari
audzgja VEGF galvena loma ir angiogenéze un vaskulara caurlaidiba, bet tas nav viss. VEGF
meditétie signali ietekm& pasu tumorigenézi un atbild par audzgja cilmes §tnu funkcijam un
audz€ja iniciaciju (Goel et al., 2013).

VEGF spéle galveno lomu angiogenézes procesa. Kagiwada et al. sava pétijuma
demonstrgja, ka MCS spgj liclos daudzumos sekretét VEGF (Kagiwada et al., 2008).

Ir bijusi vairaki zinojumi par to, ka MCS sekreté trofiskus faktorus, kas veicina Stinu
izdzivosanu (SDF -1, HGF, IGF — 1), stunu proliferaciju (EGF, HGF, NGF, TGF — a) un audu
angiogenézi (VEGF) (Rhee et al., 2015).

Asinsvadi nodroSina audz€jam baribas vielu un skabekla piegadi, kas rezult€jas ar

audz€ja augSanu un metastazu veidoSanos. Vairaki pétijumi rosina domat, MCS veicina
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audz€ja angiogenézi caur to potencialu diferencéties par endotélijam Iidzigam $tnam jeb
pericitiem, tapat ari MCS sp&ja sekretét trofiskos faktorus un proangiog€nos faktorus,
augSanas faktorus, citokinus un plazminogéna aktivatoru. VEGF un FGF — 2 ir divi galvenie
vaskulogénie faktori, ko sekreteé MCS, kas ierosina audz&ja neovaskularizaciju (Rhee et al.,
2015, Spaeth et al., 2009).

A1l mes, lidzigi ka aprakstits literatira, novérojam VEGF sekréciju nestimulétu MCS
paraugos D6 Neg un D76 Neg. Abiem paraugiem ir novérojama statistiski ticama atSkiriba
salidzinajuma ar kontroli (Stnu kultiru barotne) (p < 0,001; one — way ANOVA) (skat.
3.4.att.).
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3.4.att. VEGF sekrécija D76 Neg un D6 Neg pret kontroli (p < 0,001 One —way ANOVA)
*p < 0,001 Nestimuleto MC$ D76 un D6 paraugi pret kontroli; One - way ANOVA

IL-8 ekspresija MCS, kad tas stimulé ar EV no audzéja Stunu linijam SW480 un SW620

P&c MCS stimul@Sanas ar audzgja EV, tas parasti maina savu sekretéSanas profilu un sak
darboties audzgja laba. Ta, pieméram, Lindoso et al. sava pétijjuma noskaidroha, ka péc CSC
— EV iedarbibas uz MCs, tas mainija savu sekretéSanas profilu, palielinot IL-8, osteopontina
un mieloperoksidazes producéSanos (Lindoso et al., 2015). Tas lika saprast, MCS, kas
stimulétas ar CSC — EV, ir spg€jigas veicinat audz€ja augSanu, pastiprinot ta Stnu
proliferéSsanos un nodrosinot vaskularizacijas procesu. Lindoso et al. sava pétijuma ari
parliecinajas, ka ar EV nestimulétas MCS nebija spgjigas ierosinat audz€ja augSanu, tada
veida pieradot, ka uz MCS vispirms ir jaiedarbojas pasam audz€jam vai ta mikrovidei, lai tas
varétu sak stradat audzgja laba (Lindoso et al., 2015). Tapat art Wysoczynski un Ratajczak

sava pétijuma plausii vézi un ta sekret€tajam EV noskaidroja, ka EV, kas tiek sekretétas no
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plausu véza, veicina angiogenézi, izraisot parmainas stromas §tnas un palielinot
proangiogéno faktoru ekspresiju, proti, 1L-8, VEGF, OSM, MMP9 (Wysoczynski et al.,
2009).

Arm més sava eksperimenta noskaidrojam, ka audzgja sekretétas EV var pastiprinat
citokina IL-8 sekréciju no MCS. 3.5. attela redzams, ka D76 MCS visos paraugos IL-8
sekrécija ir palielinajusies, salidzinot ar EV nestimulétajam D76 Neg MCS. Ka ari visos
gadijumos ir novérojama statistiski ticama atskiriba salidzinajuma ar kontroli (p < 0,05; one —

way ANOVA).
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3.5.att. IL-8 sekrécija D76 MCS paraugos salidzinajuma ar Kkontroli (p < 0,05; One — way
ANOVA)

*p < 0,05 Ar EV stimulétie MC§ D76 paraugi pret nestimuélatajam D76 Neg §tinam; One — way
ANOVA.
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3.6.att. IL-8 sekrécija D6 MCS paraugos salidzinajuma ar Kkontroli (p < 0,001; One — way

ANOVA)
42



*p<0,001 Ar EV stimulétas D6 MCS pret nestimulétajam D6 $tnam; One — way ANOVA

Tads pats rezultats ir noveérojams art D6 MCS paraugos. Citokina IL-8 sekrécija ir
palielinajusies visos gadijumos, kad MCS tiek pievienotas abu audz&ju Stinu Iiniju sekretétas
EV (skat. 3.6.att.). Ir novérojama statistiski ticama atskiriba visos gadijumos (p < 0,001; one —

way ANOVA).

VEGF ekspresija MCS, kad tas stimulé ar EV no audzéja Siinu Iinijam SW480 un

SW620

MCS piemit sp&ja izsaukt angiogenézi audos, tada veida stimul&jot audz&ja augSanu.
Veza stinam iedarbojoties uz MCS, tas tiek parprogrammétas darboties audzgja laba. Spaeth et
al. sava pétijuma demonstréja, ka kultivéjot kopa MCS un audzgja $tinas, notika pastiprinata
VEGEF sekrécija no MCS$ gan in vitro, gan in vivo (Spaeth et al., 2009). Tapat ar1 Li et al.,
izolgjot MCS no kunga audzgja $tinam, novéroja, ka tas pastiprinati izdala proangiogenézes
faktorus — VEGF, CXCL8 un CXCL2 (Li et al., 2015). Beckermann et al. novéroja, ka MC$
pastiprinati izdala VEGF hipoksijas apstaklos, kas ir biezi sastopama vide audzg&jos. Tiesi
hipoksiskie apstakli audz€jos noved lidz pastiprinatai VEGF ekspresijai un sekrécijai
(Beckremann et al., 2008).

Saja eksperimenta mé&s novérojam kada bas VEGF ekspresiia MC§ D76 un D6
paraugos, ja uz tiem iedarbosies ar EV, kas nakusas no primara audz€ja Stnam, kas augusas
normoksijas apstaklos un hipoksijas apstaklos (480N un 480H), un metastatiska audzgja
$tinam, kas arT audz&tas gan normoksijas, gan hipoksijas apstaklos (620N un 620H).

Abos gadijumos, gan MCS D76, gan D6 paraugos ainas ir lidzigas — VEGF sekrécija ir
palielinajusies (p < 0,001; One — way ANOVA (skat. 3.7.att.); p < 0,05; One — way ANOVA
(skat. 3.8. att.)), bet abos gadijumos statistiski nozimigu ticamibu uzrada tikai 480H
ekstracelularo vezikulu pievienosana. Proti, D76 §tnu paraugos tas ir D76 480H (p < 0,05;

nesaparotais t tests) un D6 Stinu paraugos tas ir D6 480H (p < 0,05; nesaparotais t tests).
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3.7.att. VEGF sekrécija D76 MCS paraugos (p < 0,05; nesaparotais t tests)

*p <0,05D76 480H pret D76 Neg; nesaparotais t tests
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3.8.att. VEGF sekrécija D6 MCS paraugos (p < 0,05; nesaparotais t tests)
*p < 0,05 D6 480H pret D6 Neg; nesaparotais t tests

VEGF sekrécija ir nozimigi palielinajusies tikai paraugos, kas tika stimuléti ar EV, kas

nakusas no audzgja Stnu Inijas SW480, kura audz&ta hipoksijas apstak]os.

EV spéja izraisit IL - 8 sekréciju MCS atkariba no audzéja vides

EV, kas nak no hipoksiskam v&za $tnam, piemit spécigak izteikti proangiogengzes
efekti, neka EV, kas nakuSas no normoksikas véza $unam (Yamada, 2017). Huang et al.
pétijuma noskaidroja, Wnt4 bagatakas ar EV, kas nakusas no hipoksiska CRC siinam, neka

salidzinot ar EV, kas nakusas no normoksiskam stunam. Bet diemzgl $is fakts paliek neskaidrs
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vai ir iesp&jams, ka §is EV bija pilnas ar specifisku “kravu” ($aja gadijuma Wnt4) (Huang et
al., 2016).

Darba apskatijam art to vai ir atSkiriba starp EV, kas nakusas no hipoksiskas un
normoksiskas vides, iedarbiba uz MCS sp&ju sekretét citokinus. Pirmas apskatijam EV, kas
nakuS$as no primara audz&ja Sunu linijas 480N (normoksija) un 480H (hipoksija), un to
iedarbibu uz D76 un D6 MCS paraugiem. Ka redzams, abos gadijumos nav novérojama
statistiski ticama atskiribas, ja salidzina 480N EV ar 480H EV ietekmi uz IL-8 sekréciju D76
stnas (p > 0,05; nesaparotais t tests) un D6 480N ar D6 480H (p > 0,05; nesaparotais t tests)
(skat. 3.9.att.).
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3.9.att. EV stimuléta IL-8 sekrécija paraugos D76 un D6 atkariba no audzéja vides apstakliem

Otraja gadijuma apskatiju EV, kas nakuSas no metastatsika audz€ja Stinam 620N
(normoksija) un 620H (hipoksija), un to iedarbibu uz D76 un D6 MCS paraugiem. Ka
redzams, tikai 620N un 620H ir novérojama statistiski ticama atskiriba (p < 0,05; nesaparotais
t tests) IL-8 sekrécija (skat, 3.10.att.).
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3.10.att. EV stimuléta IL-8 sekrécija paraugos D76 un D6 atkariba no audzeéja vides apstakliem
(p < 0,05; nesaparotais t tests)

*p <0,05D76 620N pret D6 620H; nesapatotais t tests

EV spéja izraisit VEGF sekréciju MCS atkariba no audzéja vides

VEGF sekréciju caur MCS var pastiprinat hipoksija, kas parasti ir izplatita paradiba
audzgjos (Potier et al, 2007).

P&c eksperimenta rezultatiem redzams, ka tajas MCS, uz kuram iedarbojas ar EV, kas
nakusas no hipoksiska audzgja Stinam 480H, VEGF sekrécija ir spécigaka, neka MC§ uz
kuram iedarbojas ar EV, kas nakuSas no normoksiska audzgja Sinam 480N.

Salidzinot VEGF sekréciju starp MCS paraugiem, kur EV nemtas no primara audzgja
480N (normoksijas) un 480H (hipoksijas), razultati rada, ka iegiitie dati ir ar statistiski ticami.
D76 MCS gadijuma EV, kas nakuSas no hipoksiskas audzgja Stinu vides, ierosina spécigaku
VEGF sekréciju, neka EV, kas nakuSas no normoksija turéta audz&ja Stinam (p < 0,05;
nesaparotais t tests). Tapat art D6 MCS gadijuma lielaku VEGF sekréciju veicina EV no

hipoksiskas vides (p < 0,05; nesaparotais t tests).
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3.11.att. EV stimuléeta VEGF sekrécija paraugos D76 un D6 atkariba no audzéja vides

apstakliem (p < 0,05; nesaparotais t tests)
*p < 0,05 D76 480N pet D76 480H; nesaparotais t tests
**p < 0,05 D6 480N pret D6 480H; nesaparotais t tests

Metastatiska audzgja gadijuma sekreteétas EV uz adas MCs iedarbojas dazadi. D76 MCS§
gadijuma EV ierosinata VEGF sekrécija MCS lielaka tiek uzradita no EV, kas nakuSas no
audzgja normoksijas apstaklos, bet §aja gadijuma nav noverojama statistiski ticama atSkiriba.
D6 MCs gadijuma novérojams, ka specigaku VEGF sekréciju ierosina EV, kas nemtas no

hipoksikas vides, bet arT $aja gadijuma nav noveérojama statistiska ticamiba (skat. 3.12.att.).
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3.12.att. EV stimuléta VEGF sekrécija paraugos D76 un D6 atkariba no audzéja vides

apstakliem
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Primara un metastatiska audzéeja EV izsaukta IL-8 sekrécija MCS

Tika apskatits arT tas, vai EV, kas iegiitas no primara audz&ja SW480H S$iinu linijam,
atSkiras citokinu sekrécijas izmainu zina no EV, kas iegltas no metatstatiska audzgja
SW620H stnu Itnijam. Eksperimenta tika iegiiti dazadi rezultati.

3.13. attela ir salidzinata IL-8 ekspresija D6 MCS parauga, ko ierosina EV, kas iegiitas
no primara audzgja $tunu linijas 480H un metastatiska audz€ja $tnu linijas 620H. Ir redzams,
ka D6 480H IL-8 sekrécija ir bijusi spécigaka, neka D6 620H gadijuma. Ari starp iegitajiem

rezultatiem ir noverojama statistiski nozimiga atskiriba (p < 0,05; nesaparotais t tests).
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3.13.att. D6 MCS izraisita IL-8 sekrécija caur EV, kas nak no primara un metastatiska audzéja

(p < 0,05; nesaparotais t tests)
*p < 0,05 D6 480H pret D6 620H; nesaparotais t tests

3.14. attela ir salidzinata 1L-8 ekspresija D76 MCS parauga, ko ierosina EV, kas iegiitas
no primara audz&ja Sinu linijas 480H un metastatiska audz&ja Stnu linijas 620H. Ar1 Saja
gadijuma ir noveérojams, ka primara audzgja Stinu sekretétas EV liek pastiprinatak izdalities
IL-8, neka metastatiska audz€ja EV, bet starp iegitajiem rezultatiem nav nove€rojama

statistiski ticama atskiriba.
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3.14.att. D76 MCS izraisita IL-8 sekrécija caur EV, kas nak no primara un metastatiska audzéja

Primara un metastatiska audzéja EV izsaukta VEGF sekrécija MCS

V&za $tunam piemit unikala spgja izdzivot un augt hipoksijas apstaklos (Dhani et al.,
2015). EV sekrécija sp&lé lomu audzgja sp€ja radit metastazes ierobezota skabekla apstak]os.
Hipoksiska audzgja izdalitas EV var izraisit metastazes un audzgja $tnu invaziju (Wang et al.,
2014; Green et al., 2015).

Saja gadijuma apskatits vai ir novérojama nozimiga atikiriba starp primara un
metastatiska audzgja sekretétajam EV un to spgjai izsaukt VEGF sekréciju MCS. 3.15. att.
redzams, ka EV no primara audzg€ja ir stimul§uSas VEGF sekréciju spécigak, neka
metastatiska audzgja gadijuma, bet starp datiem nav noveérojama statistiski ticama atskiriba (p

> 0,05; nesaparotais t tests).
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3.15.att. D6 MCS izraisita VEGF sekrécija caur EV, kas nak no primara un metastatiska audzéja
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D76 MCS paraugos ari redzama tada pati aina, ka EV, kas nakusas no primara audzgja
sunu linijas hipoksijas apstaklos, ierosina spécigaku VEGF sekréciju MCS, neka EV, kas
nakusas no metastatiska audzgja §anu kultdiras hipoksijas apstaklos. Saja gadijuma iegitie dati

liecina par statistiski ticamu atSkiribu (p < 0,05; nesaparotais t tests).
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3.16.att. D76 MCS izraisita VEGF sekrécija caur EV, kas nak no primara un metastatiska

audzgja (p < 0,05; nesaparotais t tests)

*p <0,05D76 480H pret D76 620H; nesaparotais t tests
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SECINAJUMI

. No adas saistaudiem iegiitas mezenhimalo cilmes $tnu (MCS) in vitro kulttras sekreté
IL-8 un VEGF nestimuléta stavokli.

IL-8 sekrécija adas MCS pastiprinas, kad tas tiek stimulétas ar kolorktala audzgja Stnu
Iiniju SW480 un SW620 ekstracelularajam vezikulam (EV).

. Normoksija kultivétu metastatisko audzgja Stinu SW620 linijas EV izraisa spécigaku
IL-8 sekréciju no MCS, neka hipoksijas apstaklos kultivétu SW620 stnu EV.

. VEGF sekrécija adas MCS pastiprinas, kad tas tiek stimulétas ar audz&ja Siinu Iiniju
SW480 un SW620 EV.

. VEGF sekrécija ir spécigaka, kad MCS tiek stimulétas ar EV, kas nakuSas no primara
audz€ja Stnu SW480 Iinijas hipoksijas apstak]os.

Hipoksijas apstaklos kultivetu SW480 Siinu EV izraisa spécigaku IL-8 sekréciju no
MC, salidzinot ar hiposkija kultivétu SW620 Stinu EV.

. Kolorektala audzgja $tnu liniju sekretéto EV ietekme uz VEGF un IL-8 sekréciju
MCS, iespgjams, liecina par audzgja Sinu EV lomu audzgjam labvéligu apstaklu

radiSana un audzgja progreséSana.
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