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KOPSAVILKUMS

Melanoma ir laundabigs audzgjs, kas veidojas galvenokart ada no tur esoSajiem
melanocitiem. Melanomai ir raksturiga strauja slimibas gaita un agrina metastazéSanas. Ta ir
rezistenta pret standarta terapeitiskajam metodeém. levérojamais nesenais progress melanomas
arst€Sana ar1 nav devis gaiditos rezultatus, tapec joprojam tiek mekleti jauni melanomas
arstéSanas panémieni.

Larifan ir bakteriofaga izcelsmes dsRNS (bf-dsRNS), kas iegiita biotehnologiska cela no
ar bakteriofagu inficétam E.Coli Sinam. Tai piemit sp€jas inducét interforus (IFN), un ta tiek
veiksmigi pielietota ka pretvirusu Iidzeklis ar retam blakusparadibam. Larifan piemit ar pret-
audzgju aktivitate.

Magistra darba mérkis bija noskaidrot Larifan ietekmi uz primaro audzgju un uz
melanomas metastazéSanos B16 melanomas pelu modeli.

Noskaidrots, ka Larifan kaveé plausu metastazu veidosanos B16 pelu melanomas modeli
un Larifan darbiba visdrizak realizgjas caur IFN sisteému.

Vislabakos rezultatus primaraja melanomas modeli deva Larifan ievadiSana
intraperitoneali. Interesanti, kas ap primarajiem audzgjiem veidojas saistaudu kapsula, kuras
esamiba vargja ietekm@t terapijas iznakumu.

Darbs izstradats Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centra laika posma no 2018.
gada septembra l1dz 2020. gada maijam.

Atslégas vardi: melanoma, Larifan, dsRNS, audzgjs, metastazes, B16 Siinas



SUMMARY

Melanoma is a type of skin cancer that begins in melanocytes — melanin producing cells.
Melanoma is characterized by rapid development of the disease and early metastasis. It is
resistant to standard therapeutic methods. Recent progress in the treatment of melanoma has
not brought the expected results, so new treatments are still required.

Larifan is a heterogeneous population of dSRNA molecules, which has been isolated from
E.coli cells infected with RNA bacteriophage f2 mutant. It is mostly known for its ability to
induce type (I) interferons (IFNs) and it is used as antiviral agent with rare side effects.
Nonetheless, it has also been shown to exhibit an anti-tumoral effect in some tumour models.

The aim of the master’s thesis was to elucidate the effect of Larifan on primary tumors
and melanoma metastasis in a mouse model of B16 mouse melanoma.

The results showed that Larifan inhibits the development of lung metastases in the B16
mouse melanoma that is likely mediated by the IFN system.

Intraperitoneal administration of Larifan gave the best results in the primary melanoma
model. We have observed a connective tissue capsule formed around the primary tumors, the
presence of which could affect the outcome of the treatment.

The research for the master’s thesis was carried out at the Latvian Biomedical Research
and Study Centre from September 2018 till May 2020.

Key words: melanoma Larifan, dsSRNA, tumor, metastasis, B16 cells.



SAISINAJUMI

dsRNS — dubultspiralizéta ribonukleinskabe

IFN — interferoni

TLR — “Toll-like” receptori

TIR - Toll/interleikin-1 receptors

poly(I:C) - poli-inozin:policitidinskabe

Poly-ICLC - Polyinosinic-polycytidylic acid-poly-1-lysine carboxymethylcellulose
IL-6 — interleikins — 6

IL-12 — interleikins - 12

CCR7 (C-C Motiva Hemokinu Receptors 7)

DS — dendritiskas §tnas

PAMP - Pathogen associated molecular pattern



IEVADS

Laundabiga melanoma ir viena no nopietnakajam adas audz&ju formam del tas agrinas
metastazeSanas limfmezglos un attalakajos organos (Karaman et al., 2017). No visiem adas
audzgjiem 80% gadijumu naves iemesls ir tieSi melanoma (Kabilova et al., 2016). Turklat tas
incidence baltadaino cilvéku populacija joprojam turpina pieaugt visa pasaulé. Eiropa tiilit pec
Australijas un ASV ir viens no visvairak melanomas skartajiem regioniem pasaul€ un viens no
regioniem ar visstraujak augosajiem izplatibas raditajiem (Sommarivaa et al., 2018). Turklat
melanoma ir viens no izplatitakajiem audz&ju veidiem, kas ir sastopams ar1 gados jauniem
cilvékiem (20-35 gadi) (Liu et al., 2018).

Agrinas stadijas melanoma ir arst€§jama ar kirurgisku iejaukSanos. Tacu attistoties
metastazém, melanoma vairs nepaklaujas parastam terapeitiskam intervencém (Liu ez al.,2018).
Piecu gadu dzivildze pacientiem ar metastatisko melanomu samazinas lidz pat 17% salidzinot
ar agrinas stadijas melanomu, kur piecu gadu dzivildze sasniedz 98%. Lidz ar to ir
nepiecieSamas jaunas terapeitiskas strateégijas (Liu et al., 2018).

Jauno merketas terapijas metozu, tadu ka proto-onkogéna BRAF un proteina kinazes
MEK specifiskie inhibitori, pagarina pacientu dzivildzi, tau panakumu Iimenis metastatiskas
melanomas arstéSana salidzinajuma ar citiem audz€ja veidiem joprojam ir salidzinosi zems,
galvenokart, pret zalu rezistences attistibas un sisteémiskas toksicitates del (Liu ez al., 2018). Ar1
imiinterapija, izmantojot monoklonalas antivielas pret citotoksisko T limfocitu asociétiem
antigéniem, ir devusi rezultatu tikai dala pacientu. Tapéc joprojam tiek mekl€tas jaunas
melanomas terapijas iesp€jas, ieskaitot dazadas kombinétas terapijas (Vilgelm et al., 2016). Ta
ka melanoma tiek uzskatita par vienu no imunogénakajiem, ja ne par pasu imunogénako
laundabigo audzgju (Haanen et al, 2013), tad Ipasa uzmaniba tiek pieversta pret-audz&ja
imunitates stimuléSanas iesp&jam.

Gan iedzimto, gan adaptivo imunitati var aktivét ar eksogéno nukleinskabju palidzibu
(bakterialas, virusalas, séniSu dabas izcelsmes nukleinskabém), caur ta dévétajiem "pattern
recognition" receptoriem, tai skaita “Toll-like” receptoriem (TLR) 3/7/8/9 (Kabilova et al.,
2016). Dazadu TLR 3/7/8/9 agonistu pret-audz&ju aktivitate ir paradita vairakos audzgju tipos,
ieskaitot melanomu (Kabilova ef al., 2016). Turklat in vitro petijumos ir paradits, ka no TLR
agonistiem nukleinskabes pret-audzgja atbildi stimulé efektivak, neka pargjie TLR ligandi,
piem&ram, lipoproteini un liposaharidi, (Kabilova et al, 2016), ka arT ir paradits, ka
nukleinskabes specifiski piesaistas pie TLR3 (Bell ef al., 2006). Attiecigi sveSo nukleinskabju

endosomalo sensoru aktivacija noved pie pro-inflammatoro citokinu, t.sk. interferonu sintézes,



komplementa sisteémas, koagulacijas, opsonizacijas un fagocitozes stimulacijas, ka rezultata
tiek ierosinata audzgju Siinu apoptoze (Kabilova ef al., 2016). Ka viens no TLR3 agonistiem
pret-audzgju imunitates stimul€Sanai tiek izmantota “polyinosinic:polycytidylic” skabe (poly
(I:C)), kas ir maksligi radita dsRNS ar lidzigu darbibas mehanismu ka virusu dsRNS, un kurai
piemit imiinas sist€mas stimulacijas potencials, ka arT pret-audz&ju aktivitate (Zhao et al., 2018,
Ammi et al., 2014). Diemz€l kliniskajos pétijumos poly (I:C) gadijuma ir atklati nevélami
blakusefekti - paaugstinata kermena temperatiira, hipotensija, artralgija, mialgija, asins $tnu
skaita samazinasanas, gripai lidzigi simptomi, nieru mazsp&ja, kaulu sapes, ka ar1 toksiska
iedarbiba uz aknam, kaulu smadzeném un centralo nervu sistemu (Ammi et al., 2014). Tapéc
potencialo dsRNS analogu mekl&Sana ir joprojam aktuala.

Saja petijuma tika izmantota bakteriofaga izcelsmes dsRNS (bf-dsRNS), kas iegiita
biotehnologiska cela no ar bakteriofagu inficétam E.Coli $Gnam, un ir pazistama ari ar
nosaukumu Larifan (SIA “Larifans”). Larifan, galvenokart, piemit sp&jas inducét IFNus, un tas
tiek veiksmigi pielietots ka pretvirusu lidzeklis ar retam blakusparadibam (Loza and Feldmane,
1996). Turklat jaunakie petijumi ir paradijusi, ka Larifan inducéto citokinu spektrs ir ievérojami
plasaks (Veinalde et al., 2013, Pjanova et al., 2019).

Tapat ir paradits, ka Larifan piemit arT pret-audz€ju aktivitate (Loza and Feldmane, 1996),
tacu sistematisku p&tijumi ar misdienigdm metodém iztrikst.

Magistra darba mérkis bija noskaidrot Larifan ietekmi uz primaro audz&ju, ka art ietekmi
uz melanomas metastazéSanos B16 melanomas pelu modeli. Izvirzita hipotéze - pielietotas
terapijas ietekm€ samazinasies audz€ja augSana, attiecigi, primaras melanomas gadijuma tas
reducgsies, bet metastatiskas melanomas gadijuma samazinasies plausu metastazu skaits.

Merka sasniegSanai bija izvirziti sekojosi uzdevumi:

a. izanalizet Larifan ietekmi uz melanomas metastazu skaitu B16 pelu melanomas
modeli;

b. izanalizet Larifan ietekmi uz primara audzg€ja augSanu B16 pelu melanomas
modeli;

c. izvertét primaras melanomas modeli labako Larifan ievadiSanas veidu,

salidzinot Larifan efektus p€c ta intratumoralas, intraperitonealas vai peroralas ievadiSanas;

d. noteikt Larifan inducétos citokinus pelu asinis;
e. noteikt Larifan induc&tos limfocTtus pelu liesas;
f. izvertet primaro melanomu histopatologiskos raditajus.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Melanoma
Melanoma ir laundabigs audzgjs, kas veidojas no melanocitiem, specializ€tam
pigment$tinam, kuras atrodas epidermas bazalaja slani (1.1.1.attels). Normala fiziologiska
stavoklt melanocttu augSana tiek reguléta ar sekréciju no keratinocitiem (Mabeta et al, 2020). Ja
dazadu mutaciju d&] melanociti nevar adekvati reagét uz keratinocitu regulatorajiem signaliem,

tas noved pie patologiskas melanocitu aug$anas un melanomas attistibas (Mabeta et al, 2020).

Melanoma

Melanociti

1.1.1. Attéls. Adas melanoma

https://mediad.publicbroadcasting.net/p/wbfo/files/styles/x large/public/201307/melanoma.jpg

Saslimstiba ar adas melanomu joprojam turpina pieaugt, turklat ar tendenci attistities
salidzino$i arvien jaunakiem cilvékiem. Pacientu izdzivo$ana péc melanomas diagnozes arf ir
loti atSkiriga (Ko et al, 2017). Melanomai ir raksturiga strauja metastazéSanas ar augstu
potencialu izplatities visceralajos organos, un tas notiek samera agra melanomas progresésanas
faze (Ko et al, 2017). Metastatiska melanoma ir ar1 viena no heterogénakajiem un mutaciju
visvairak skartajiem audz&jiem. Turklat arT viena no letalakajiem audz€ju veidiem (Kozar et
al,2019). Neskatoties uz to, ka melanoma ir salidzino$i rets adas audzgja paveids, ta ir atbildiga
par lielako naves gadifjumu skaitu, kas saistiti ar adas audzgjiem (Kozar et al., 2019)
(1.1.2.attels). Zimigi, ka attistitajas valstis, neskatoties uz iesp€jam gan melanomas
diagnostika, gan arstéSana, situacija arvien pasliktinas, galvenokart, audzgja novelotas
diagnosticéSanas d€] (Mabeta et al., 2020). V&l piedevam metastatiskajai melanomai ir slikta
prognoze. Atkariba no slimibas stadijas vid€ja dzivildze melanomas pacientiem ir vidgji 5,3 —

10,0 ménesi (Saleh et al., 2018).
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1.1.2.  Attels. Audz&ju mirstibas raditaji pasaulé 2018.gada (saskana ar Globocan 2018
datiem (Bray et al., 2018)).

Jaunas zales, pieméram, Vemurafenib un Dabrafenib, kuras lieto gan atseviski vai
kombinacija ar MEK inhibitoru Trametinib, ir ievérojami uzlabojusas pacientu stavokli
(Mabeta et al., 2020). Tacu par problému ir kluvusi rezistence pret minétajiem preparatiem un

to kombinacijam (Mabeta et al., 2020).

1.2. Terapijas veidi
Vel pavisam nesen pacientu ar metastatisko melanomu arstéSana bija ierobezota ar
apstaroSanu un ar parastajiem kimijterapijas preparatiem ar zemu efektivitati un ierobezotu
terapeitisko efektu (Kozar et al., 2019). Tikai ped€jos gados no progresijas brivo pacientu
skaists un kop€ja melanomas pacientu dzivildze uzlabojas. Tas noticis pateicoties
mérkterapijas un imiinterapijas ievieSanai (Kozar et al., 2019). Tomér neskatoties uz $o
progresu melanomas arstéSana, smago blakusefektu un rezistences dél joprojam tiek mekl&ti

jauni, labaki arstéSanas varianti (Kozar et al., 2019).
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1.2.1. Attels. Neoperablas metastatiskas melanomas apstiprinatie arstéSanas varianti.
Pirmas linijas arst€Sana melanomas pacientiem ir loti atkariga no BRAF mutacijas esamibas,

ka ar1 no ta, cik atri slimiba progrese (Kozar et al., 2019).

Pasreizgjas terapijas iesp&jas melanomas pacientiem galvenokart sastada kirurgiska
arstéSana, kimijterapija, imunterapija un mérkterapija (1.2.1. attéls) (Kozar et al., 2019).
Atkariba no slimibas stadijas, audzgja atraSanas vietas un genétiska profila, ka arT no pacienta
vispargja veselibas stavokla un vecuma, §is metodes var tikt pielietotas gan atseviski, gan
dazadas kombinacijas (Kozar et al., 2019).

Pacientiem ar agrinas stadijas melanomu pamata arstéSana ir kirurgiska operacija.

Metastatisko melanomu nevar izarstét ar kirurgisku iejauk$anos vien, galvenokart, dél
metastazém, un nereti dél liela metastazu skaita. Turklat pastav ar1 papildus griitibas atklat
metastazes. (Kozar ef al., 2019). Pacientiem ar vélinas stadijas progresgjoSu melanomu vai
melanomas recidiviem parasti lieto kimijterapiju, kas sastav no temozolomida (TMZ) un
dakarbazina (DTIC) (Kozar et al., 2019). Pacientiem ar II/III un retos gadijumos IV stadijas
melanomu, joprojam pielieto arT interferonu a-2b (IFNa-2b) un interleikinu-2 (IL-2) augstas
devas (Kozar et al., 2019). Progress melanomas arstéSana tika panakts ar monoklonalo

antivielu pielietoSanu, kas darbojas ka Siinas cikla kontrolpunktu inhibitori (Kozar et al.,

2019).
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1.3. Melanomas imiinterapija
Melanoma tiek uzskatita par vienu no imunogénakajiem audzgjiem, galvenokart, dé] liela
mutaciju skaita, ko rada UV starojums un ka dél rodas daudz jaunu neoantigénu. Sos
neoantigénus ka svesus atpazit saimnieka imuinsistéma un vérsas pret tiem (Ko ef al., 2017).

Tacu uzskats, ka melanoma ir imunogéns audz€js ir balstits ari uz vairakiem -citiem

noveérojumiem:
1) ik pa laikam notiek remisijas;
2) aptuveni 5% gadijumu neatrod primaro audzgjus,
3) ka primarajos audzgjos, ta arT metastazes biezi atrod limfocitu
infiltratus,
4) petot limfocttu infiltraciju melanomas audos, ir atklats, ka dala

no T-limfocitiem sp€j atpazit melanomas antigénus,

5) melanoma atbild uz imiinterapiju (Haanen et al., 2013).

Metastatiska melanoma ir pazistama ar savu rezistenci pret tradicionalajam audzgju
arstéSanas metodém, ieskaitot kimijterapiju, staru terapiju, ka ari, salidzinot ar citiem
audzgjiem, relativo jutibu pret imiinterapiju (Ko et al., 2017).

Iminterapijas galvenais darbibas virziens ir imiinsisttmas uzbrukuma virziSana pret
audz€ja Stinam, merkgjot tiesi pret audz&ja antigéniem, ka arT pastiprinot jau esosas pretaudzeja
imiinas atbildes. Sobrid pielietotajas pretaudzéju imiinterapijas stratégijas ietilpst nespecifiska
imiinterapija, pretaudzg&ju vakcinas, onkolitisko virusu terapija, monoklonalas antivielas un T
Sunu terapija. Efektivu mingto pieeju kombinacija var palielinat iminterapijas efektivitati,
izraisot noturigu pretaudz&ju imiinreakciju (Taefehshokra et al., 2019).

Pretaudz&ju imiina atbilde ir sekojosa. Pirmaja posma audz€ja §iinas paradas neoantigéni,
kurus atpazist dendritiskas $tinas un tiek atbrivoti tadi imunologiskie signali ka citokini un
hemokini. Talak dendritiskas Stinas prezent€ antigénus T $iinam. Tas noved pie efektoro T $iinu
aktivacijas, kas verstas pret audzgja specifiskiem antigéniem. Aktivétas T Stnas, tadas ka
CD8" efektoras Tsuinas, noklust lidz audzgjam, infiltr&jas taja, atpazist tas un sak iznicinat. Péc
audzgja Stinu iznicinasanas veidojas ar audzg€ju asociétie antigéni turpmako pret-audz&ju imiino
atbilzu ciklu efektivitates pastiprinaSanai. Ta¢u ne viemér pacientiem audz&ja Stnu
iznicinasanas cikls darbojas optimali. Dendritiskas un T $iinas var neuztvert audzgja antigénus
ka svesSus, tadgjadi radot T regul&joso Siinu atbildes un veidojot disfunkcionalas T Stnas
(Taefehshokra et al., 2019). Audz&ju imunterapijas galvenais mérkis ir noskaidrot, kada veida
audzgju Stinas spgj izvairities no imiunsistémas un pielietojot atbilstosas stratégijas veicinat

pret-audz€ja imunitati (Taefehshokra et al., 2019).
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1.4. Toll-like receptori un to agonistu pret-audzeju aktivitate

Gan iedzimto, gan arl iegito imunitati ir iesp&ams stimulét ar eksogénam
nukletnskab&m, piem&ram, baktériju un virusu nukleinskabém. Tas notiek caur vairakiem ta
devetiem “pattern recognition receptor” receptoriem, pie kuriem pieder ari “Toll-like”
receptori (TLR) (1.4.1 attels). Pie viena no TLR, konkr&ti TLR3, piesaistas arT dubultspiraliska
RNS (dsRNS) (Starkhammar et al., 2012).

Biitiba Toll-like receptoru aktivizéSana it ka bridina imiinsistému par mikrobu izcelsmes
produktiem un ierosina iedzimtas un adaptivas imiinas atbildes (Adams et al., 2009). Toll-like
receptoru dabiskas imiinstimul€josas ipasibas lidz ar to var izmantot aktivai pret-audzg&ju
imiinterapijai (Adams et al., 2009). ledzimta imiina sist€éma izmantoto dazadus transmembranu
vai sekrétos patogénu atpaziSanas receptorus (PRR - Pathogen recognition receptor), kas ir
nepiecieSami komplementa un koagulacijas kaskazu aktivizéSanai, opsonizacijai, fagocitozei,
apoptozei un pro-inflamatoro mediatoru indukcijai (Adams et al., 2009).

Patogéniem raksturigas molekularas struktiiras jeb PAMP (Pathogen associated
molecular pattern) ir konservéti motivi, kas ir sastopami vairakam bakterijam, virusiem,
vienStiniem un séniteém. Pie tiem tiek arT pieskatiti, piem&ram, liposaharids (LPS) (atpazist
TLR4); peptidoglikani ($iinu sieninas sastavdalas), lipoproteini (bakteriju kapsulu sastavdalas)
un zimozans (tos visus atpazist TLR2 p&c heterodimerizacijas ar TLR1 vai TLR6); flagelins
(bakteriju flagela, ko atpazist TLRS), metiléts bakteriju vai virusu CpG DNS (atpazist TLR9)
un virusu RNS (vienpavediena RNS, ko atpazist TLR7 un TLR8 un divpavediena RNS, ko
atpazist TLR3) (Adams et al., 2009).

Toll-like receptori pieder pie TLR-IL-1 receptoru (TIR - Toll/interleikin-1 receptors)
virsdzimtas. Tiem ir ektodoméns, kas sastav no ar leicinu bagatiem atkartotiem PAMP un
intracitoplazmatiska TIR doména, kas veic adaptera molekulu rekrutéSanu, pieméram, tadu ka
mieloida diferenciacijas faktors-88 (MyDS88), ar TIR saistitais proteins (TIRAP), ar Toll-
receptoriem saistits interferonu aktivators un/vai ar Toll receptoriem saistita molekula
(TRAM). Lielaka TLR dala ir ekspongéta uz $iinu virsmas, bet tadi receptori ka TLR3, 7, 8 un
9 ir atrodami endosomas, kur tie aktivizejas pec patogénu vai to produktu uztverSanas un
internalizacijas (Adams et al., 2009).

Toll-like receptori galvenokart tiek ekspreséti iedzimtas imiinas sist€mas Stinas. Tie
nodrosina sensoru sistému visa kerment (Adams, 2009).

TLR3, 4, 7/8 un 9 agonisti ir daudzsolosi audzg&ju imiinterapijas lidzekli un tie ir ieklauti
Nacionala véza institiita imtnterapeitisko Iidzeklu saraksta ar visaugstako audzgju arstéSanas

potencialu. Tie nodroSina pamatprasibas, kuri nepiecieSami T Stinu imunitates ierosinasanai:
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antigénu uztverSanu, dendritisko Stinu un citu antigénprezent§joso Siinu nobrieSanu un
aktivéSanu, un tai sekojosu T Stinu aktivizé$anu (Adams, 2009). TLR mediéta dendritisko $tinu
aktiviz€Sana noved pie pastiprinatas fagocitozes, MHC un kostimul&joSo molekulu (CD80,
CD86 un CD40) pastiprinatas ekspresijas, CCR7 (C-C Motiva Hemokinu Receptors 7)
pastiprinatas ekspresijas un migracijas uz limfmezgliem. Arl pie citokinu pastiprinatas
sekrécijas un antigénu prezentacijas limfocitiem. Pirma tipa interferoni (IFNi) ir visizplatitakie
citokini, ko inducg TLR3, 7, 8 un 9 aktivizacija. Neskatoties uz to, ka I tipa IFNi biezi ir saistiti
ar pretvirusu aizsardzibu, tie ir nepiecieSami ar1 vairakos adaptivas imtinas atbildes aspektos,
ieskaitot antig€na savstarp&jas prezentacijas atviegloSanu, atminas T-Stnu proliferaciju, T-
Stinu apoptozes noveérsanu, dendritisko $tinu nobriesanas indukciju un NK $iinu aktivizé€Sanu
(Adams et al., 2009). Ipasa interese TLR agonistu attistiba pret-audz&ju terapijas saistiba ir
TLR inducéto citokinu IL-6 un IL-12 efekti. IL-6 var pastiprinat antigén-specifisku T $tinu
aktivaciju, nomacot Treg $iinas, kuras supresé imiino atbildi. Savukart IL-12 sagroza efektora
atbildi uz Thl pusi (Adams et al, 2009). Thl tipa citokiniem ir arT tendence izraisit
pretiekaisuma reakcijas, kas ir atbildigas par intracelularo parazitu iznicinaSanu un

autoimiinam reakcijam (Berger et al., 2000).
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1.4.1 Attels. Toll-like receptoru signali. Toll-like receptori (TLR) atpazist mikrobu
izcelsmes produktus, endogénos ligandus (pieméram, HGMBI1, nav paradits) un sint&tiskos
agonistus (nav paraditi), tiesi vai ar paligmolekulu palidzibu, pieméram, CD14 un MD2. TLR
iedarbina MyD88 adaptera molekulu, kas signalizé caur TRIF. TLR4 signalizacija var sekot
no MyD88 / TIRAP un / vai no TRIF / TRAM atkarigiem celiem. NF-kB, aktivatora proteina
(AP) -1 un interferona regulgjoso faktoru (IRF) aktivizéSana induce génus, kas kode iekaisuma
citokinus, I tipa [FNus un IFN induc€jamu génu ekspresiju. MyD88: mieloidu diferenciacijas
faktors-88; TIRAP: ar TIR saistits proteins; TRAM: ar Toll-like receptoriem saistita molekula;

TRIF: ar Toll-like receptoriem saistits interferona aktivators (Berger et al., 2000).
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1.5. dsRNS pret-audzeju aktivitate

Divpavediena RNS (dsRNS) neatkarigi no tas izcelSanas un nukleotidu secibas piemit
daudzveidiga biologiska aktivitate, ieskaitot pretvirusu darbibu, $tinu proliferacijas inhibésanu
un imiinas atbildes modulaciju (Loza and Feldmane, 1996).

Visspécigakais I tipa IFNu induktors, ko atpazist TLR3 ir poli-inozin:policitidinskabe
(poly I:C). Poly I:C ir virusu dsRNS sintétiskais analogs, kas stimulé ar endosomalo TLR3
un/vai ar melanomas diferenciaciju saistito proteinu 5 (MDAYS), izraisot pastiprinatu I tipa IFN
produkciju.

Poly I:C un tas stabilakais paveids, poli I:C-poli-l-lizins (poli ICLC), ir ar1 pielietoti
klinika audz€ju terapija. Intravenoza vai intramuskulara poli [:C ievadiSana vairakos
gadijumos neuzradija klinisko aktivitati, iesp&jams, dél ta straujas sadaliSanas cilveka
organisma. Tacu stabilakais savienojums poli ICLC inducgja IFN (Adams et al., 2009). Ka ar1
bija atklats, ka poly-ICLC ir daudz plasaka biologiska iedarbiba, ieskaitot specifiskas pret-
audz€ja un pretvirusu darbibas. Poly-ICLC aktivize vairakus iedzimtas un adaptivas imunitates
elementus t.sk. dazadus citokinus un hemokinus, NK S$iinas, T $iinas, micloidas dendritiskas
Stnas, proteina kinazi R (PKR) un vél citas no dsRNS atkarigas saimniekorganisma
aizsargsistémas (Kyi ef al.,2018).

Larifan ir bakteriofaga izcelsmes dsRNS, kas iegiita 1980.gados biotehnologiska cela no
ar bakteriofagu inficétam E.Coli sinam. Ta satur dsRNS ar vidgjo garuma 500 kad un 750 bazu
pari. Prekliiskie p&tijumi demonstréja preparata plejotropo biologisko aktivitati un Larifan
sp&ja inducét interferonus bija paradita vairakas dzivnieku sist€émas. P&c savas sp&jas inducét
interferonus, Larifan var salidzinat ar iepriek§ minéto poly I:C. Larifan pretvirusu efekti bija
pieraditi gan in vitro, gan in vivo. Tas uzradija terapeitisko efektu herpes virusa, papillomas
virusa un gripas gadijjuma. Larifan ir izmantots ari pret-audz&ju petjjumos, pieméram,
sarkomas, leikémijas, leikozes un arm melanomas gadijuma. Ir minéts ari, ka Larifan piemit
pret-audz€ja aktivitate, inhib&jot aud&ju augSanu un metastazu veidosanos (Loza and Feldmane,

1996).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali

2.1.1.  Peles

Eksperimenta tika izmantotas C57BL/6 peles, matites, 10 - 11 ned€lu vecas, 14 — 16g
smagas. Izcelsmes vieta — Tartu Universitates Laboratorijas dzivnieku centrs (Igaunija). Peles
nebija genétiski modificétas un bija audz&tas no specifiskiem patog€niem brivos (SPF)
apstaklos. BMC peles tika uzturétas SPF apstaklos ar automatiski kontrolétiem un registrétiem
dzivnieku standartam atbilstoSiem apstakliem. Visas procediiras ar dzivniekiem tika veiktas
saskana ar Eiropas Parlamenta un Padomes direktivu par zinatniskiem mérkiem izmantojamo

dzivnieku aizsardzibu. P&tjjumam tika sanemta Partikas un veterinara dienesta atlauja Nr. 94.

2.1.2.  Stnu linija

Izmantota B16 pelu melanomas $tnu Iinija, kas vesturiski izdalita no majas peles (Mus
musculus), bija no BMC §iinu kolekcijas. Siinas tika kultivétas modificéta DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) barotné (Invitrogen Life Technologies), kas satur&ja L-glutaminu (2
mM) un bija papildinata ar 10% liellopa augla serumu, 100 U/ml penicilina un 100 mg/ml
streptomicina (Sigma-Aldrich), 5% CO; atmosfera pie 37 ° C.

2.2. Metodes

2.2.1. Pétijjuma dizains

Darba izmantoti divi melanomas modeli - primaras melanomas jeb subkutanas
melanomas modelis un metastatiskas melanomas modelis.

Metastatiskas melanomas modeli 4x10° B16 melanomas Suinas/pele injicgja pelei
intravenozi (i.v.) astes véna, panakot ka tadejadi metastazes parsvara veidojas specifiski tikai
plausas (Yaet al., 2016; Kabilova et al. 2016). Metastatiskas melanomas modeli tika izveidotas
divas pelu grupas - attiecigi eksperimentalo dzivnieku grupa un kontroles grupa, katra grupa
ieklaujot 12 peles. Kopa 24 peles. Pelu skaits grupa bija noteikts ieprieks piloteksperimenta un
aprekinats izmantojot brivpieejas statistiskas analizes riku G*power
(http://www.gpower.hhu.de/), ka kriterijus izv€loties statistisko speku (1- beta) 80% un
alpha=0.05 (2.1. attels).
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2.1. attéls. Metastatiskais melanomas modelis

Primaras melanomas modeli 1.5x10° melanomas $iinas/pele ievadija pelei zemadas
injekcijas veida skausta rajona. Primaras melanomas modelt bija izveidotas seSas dzivnieku
grupas - tris eksperimentalo dzivnieku grupas, kuras atSkiras Larifan ievadiSanas veids
(intratumorali (i.p.), intraperitoneali (i.p.) vai perorali), un attiecigi tris kontroles grupas, kas
sanéma PBS injekcijas. Dzivnieku skaits katra no grupam paradits 2.2. atteéla. Kopa 44

dzivnieki.

INTRATUMORALA - dsRNS INTRATUMORALA PBS
INJEKCIJA INJEKCIJA
+ - -
=g = =

SUBKUTANA B16 INJEKCUJA INTRAVENOZA - dsRNS INTRAVENOZA PBS INJEKCIJA
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PERORALA - dsRNS LIETOSANA PERORALA MEDUS PILIENA LIETOSANA
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+ n==6 - n=
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2.2. attels. Primaras jeb subkutanas melanomas modelis.

2.2.2. Larifan terapija
Terapijas laika dzivnieki sanéma 10 pg/pele Larifan 100 pl PBS (terapijas grupas) vai

100 pl PBS (kontroles grupas).
Metastatiskas melanomas modeli Larifan vai PBS tika ievaditi intravenozi astes véna.
Injekcijas veica ik péc Cetram dienam, sakot ar otro dienu péc B16 Sinu ievadiSanas.

Kopsumma peles sanéma piecas injekcijas un 21. diena eksperiments tika partraukts (2.3.
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attels). Eksperimenta beigu diena tika noteikta iepriek$ piloteksperimenta. Visam pelém
terminalaja anestézija tika veikta sirds kardiocenteze, péc kuras nekav€joties peles tika
eitanaz@tas, izmantojot kakla skriemelu dislokaciju, un veikta nekropsija organu iznemsanai
talakam analizém. Savaktas tika plausas, liesas un aknas. Papildus terapijas laika 11. diena tika

panemti asins paraugi no astes vénas.

Eksperimenta ilgums

dsRNS vai PBS ievadiSana

AKLIMATIZACIJA

~————— | B16 IEVADISANA

o
N
(2]

10 14 18 21

DIENAS

2.3. attels. Terapijas shéma metastatiskaja model.

Primaras melanomas modeli audzgja attistitibai katra pele sekoja individuali, un terapija
tika uzsakta bridi, kad bija izveidojies neliels palp&ams veidojums. Terapijas laika peles
sanéma Larifan vai PBS injekcijas ar ¢etru dienu intervalu atbilstosi grupas piederibai — i.t., i.p.
vai perorali, attiecigi 1., 5. un 9. diena. Eksperiments tika partraukts, kad audzgjs sasniedza 1
cm?® tilpumu vai 13. diena pelém i.t. un peroralas ievadiSanas grupas un 14. diena i.p.
ievadiSanas grupa. Lidzigi ka metastatiskaja modeli visam pelém tika veikta sirds kardiocenteze
un nekropsijas laika ievakts gan audz€ja materials, gan iek§€jie organi (plausas, liesas, aknas).

Papildus terapijas laika 6. diena tika panemti arT asins paraugi no astes vénas.
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2.2.3. Audzgju mériSana primaras melanomas modeli

Audzgja attistibai primaras jeb subkutanas melanomas modeli sekoja Iidzi un dzivniekus
apsekoja katru dienu. P&c palp&jama veidojuma izveidoSanas, audz&jus mérija katru otro dienu
izmantojot Vernier kaliperu. Audzgja tilpumu aprékinaja pec formulas V=(LxW2)/2, kur V ir

audzgja tilpums, L ir garums un W ir platums.

2.2.4. Plausu metastazu skaitiSana
Metastatiskaja modeli plausu metastazu klatbiitnes noteikSanai un skaita izvert€Sanai tika
izmantots Feketa skidums (Ya et al., 2016), un metastazes saskaititas manuali. Feketa Skiduma
sastavs uz 1L: 580mL 95% etanols, 200mL H20, 80mL 37% formaldehida skidums, 40mL
ledus etikskabe.

2.2.5. Pelu dzivildzes noteikSana primaraja modeli
Primaras melanomas modeli visam pelém tika noteikta dzivildze par beigu punktu
uzskatot bridi, kad audzgjs sasniedza 1 cm? tilpumu vai eksperimenta beigu dienu. Dzivildze

tika noteikta izmantojot Kaplana-Meijera metodi un MedCalc 19.2 programma (MedCalc

Software bv, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2020).

2.2.6. Histologija un morfometrija

Savaktos audz€ja audus, aknas, nieres, 'z liesas, plauSas no primaras melanomas modela
fikse 4% formalina un ieguldija parafina pec standarta metodes (Accart et al., 2014). Parafina
iegulditos audus ar mikrotoma palidzibu sagrieza 4 um planas skélites, deparafin€ja un krasoja
ar hemotoksilinu un eozinu. Proti, paraugu griezumus kars€ja termostata pie temperatiiras 64
°C 1 stundu, tad 3 reizes pa 5 min izlaida cauri ksilolam, kam sekoja 2 reizes pa 5 min 96°
etanola un 1 reize 5 min 70° etanola. Ar hematoksilinu krasoja 3 min, kam sekoja skaloSana
krana tiden1 3 min un destiléta tideni 3 min. Ar eozinu krasoja 1 min, kam sekoja skaloSana 1
min destiléta ident un izturé€Sana 96° etanola 1 min, un ksilola 1 min. Nokrasotajiem paraugiem
uzpilingja Histomount ieslégSanas vidi (Thermo Fisher Scientific) un parklaja ar segstiklinu.
Preparatus apskatija ar LEICA DM3000 mikroskopu, kas aprikots ar digitalo kameru DFC490
(Leica, Germany). Mikroskopiska novertésana notika ar 40x objektivu.

Visos savaktajos organos tika noteikta mikrometastazu klatbtitne. To novértéSanai tika
ieviesta veértgjuma skala: 1 - metastazes bija atrodamas viena vieta un neliela skaita, 2 -
metastazes bija atrodamas vairakas vietas neliela skaita, 3 - metastazes bija atrodamas vairakas

vietas liela skaita un 4 - metastazu skaits parauga bija loti liels. Nekrozes izteica % no

19



redzeslauka un izrékinaja vidéjo % daudzumu 20 redzeslaukiem. Vaskularizaciju noteica ka

vidgjo asinsvadu skaitu 20 redzeslaukos.

2.2.7. Plusmas citometrija

Ar pliismas citometrijas palidzibu tika veértétas T un B limfocitu izmainas liesa terapijas
ietekm@. Puse no liesas tika apstradata 1 U/ml kologenazes (Sigma-Aldrich) un izlaista cauri
70 mm sietinam (BD Biosciences). Sadi apstradata $inu suspensija tika iesaldéta pie -80 °C
lidz bridim, kad tika izmantota pliismas citometrijas analizei. T §tinu noteikSanai izmantoja pelu
CD3 markieri (CD3 Monoclonal Antibody (17A2), FITC, eBioscience) un B siinu noteikSana
izmantoja CD20 markieri (CD20 Monoclonal Antibody (QCH6A7), PE, eBioscience). Stinas
atkausgja tidens vanna (37 °C), kam sekoja Stinu atmazgasana 2 reizes PBS, centrifuggjot 300
G 10 min uz 5810R Eppendorf centrifiigas. Stnas resuspendéja PBS, atskaidija 1:20 un
saskaitTja Gorjajeva kamera. Stinu daudzumu 1 ml aprékinaja péc formulas - §nu skaits/16
(lodzini) x 250000 x 20. Siinas 1x10° 100 ul PBS ienesa 2ml stobrinos. Katram stobrinam,
iznemot nekrasotas kontroles $iinas, pievienoja 0.02 pg/ul DAPI un inkubgja 5 min istabas
temperattira, tumsa. Sekoja Stinu atmazgaSana PBS, centrifuggjot 300 G 10 min uz 5810R
Eppendorf centrifugas. Talak sagatavoja antivielu kokteili: 2.5 pul CD20 un 0.25 pl CD3, un
47.25 pl krasoSanas bufera (PBS + 1% BSA). Sagatavoto antivielu kokteili pievienoja §tinam
un inkubga 30 min tumsa, istabas temperatiird. P&c inkubacijas Stnas atmazgaja PBS,
resuspendéja 500 pl PBS un analizja uz plismas citometra FACSAria (BD Bioscience).
Plismas citometrijas datus ieguva izmantojot programmu BD FACSDiva™ 6.0 (BD
Bioscience), kura tika veikta arT automatiska kompensacija. Iegiitos datus apstradaja ar FACS

Express 6 Low Cytometry programmattru (De Novo Software, Inc., USA).

2.2.8. Citokinu analize

Citokinu analizei tika izmantota Luminex® 200™ sisttma un Milliplex MAP
multipleksa reagentu komplekts pelu citokinu noteik$anai (Merk), kas ietvéra sekojoSus
citokinus - IL-10, IL-2, IL-4,IL-6, IFN-alpha, IFN-gamma, IL-12p70, GM-CSF, TNF-a un
IL17a. Analize tika veikta saskana ar razotaja specifikacijam. Visi standarti, kvalitates
kontroles un paraugi tika sagatavoti un izanalizéti divos eksemplaros. Rezultatus uzskatija par
derigiem, ja katra atseviSka citokina analizé lodiSu skaits parauga bija > 35 un variacijas

koeficients starp atkartotiem mérijumiem bija < 30%.
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2.2.9. Statistika analize
Statistisko analizi metastazém, audz&ju tilpumiem, nekrozém, vaskularizacijai veica R
programma, izmantojot t testa () funkciju neatkarigiem mainigiem. Atskiribas starp divam

grupam tika uzskatitas par butiskam, ja P vértiba bija < 0,05.
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3. REZULTATI

3.1.  Larifan antimetastatiskais efekts

Larifan sp&ja kavét metastazu veidoSanos tika parbaudita metastatiskaja B16 pelu
melanomas modeli, kura B16 melanomas Stinas pelém tika ievaditas astes véna, tadejadi
panakot metastazu veidosanos specifiski peles plausas (Ya et al., 2016; Kabilova et al., 2016).
P&c melanomas $iinu ievadiSanas peles eksperimentalaja grupa sanéma Larifan injekcijas
intravenozi astes véna (10 pg/pele 100 pl PBS), sakot jau ar otro dienu péc melanomas $tinu
ievadiSanas un talak ik pa ¢etram dienam. Kopa piecas injekcijas attiecigi 2., 6., 10., 14. un 18.
diena (2.3. attels). Kontroles grupas peles attiecigi sanéma 100 pl PBS. Divdesmit pirmaja
diena visas peles eitanaz&ja un saskaitija plauSu metastazes. Ar Larifan arstetajas pelés noveroja
plausu metastazu skaita samazinaSanos salidzinajuma ar kontroles pelém (3.1.attéls). Vidgjais
metastazu skaits ar larifan arstétajam pelém bija 3.92 (£5.85). Savukart kontroles pelém vid€jais
metastazu skaits bija 16.25 (£ 29.95). Attiecigi mediana Larifan grupas pelém bija 1, bet
kontroles grupai — 5. Lai gan atSkiribas bija acimredzamas, tas nebija statistiski ticamas
(p=0.158). Ka redzams 3.1. attela abas grupas bija ar1 “izlecgji”. Neieklaujot “izlec&jus”
statistiskaja analizg, atSkiribas starp grupam sasniedza statistiskas ticamibas robezu (p vértibu

0.04).
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3.1. Attels. PlauSu metastazes ar Larifan arstetajas pelés un kontroles grupas pelés: a —
plausu metastazu vizualizacija ar Feketa Skidumu; b - plausu metastazu skaits arstétajas un

kontroles pel&s.

Lai noskaidrotu iesp&jamo mehanismu metastazu skaita samazinajumam Larifan ietekmé,
tika veikta citokinu analize asinis. Asins paraugi tika ievakti pirms terapijas, terapijas laika (11.
diena) un terapijas beigas. Pirms terapijas un terapijas laika ievaktie paraugi pirms analizes tika
apvienoti viena parauga. P&c terapijas nemtie paraugi tika analizéti katrs atseviski. Analizéti

tika sekojosi citokini: IL-10, IL-2, IL-4,IL-6, IFN-alpha, IFN-gamma, IL-12p70, GM-CSF,
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TNF-a un IL17a. Bitiskas IL-10, IL-2, IL-4,IL-6, IFN-gamma, IL-12p70, GM-CSF, TNF-a un
IL17a citokinu izmainas netika konstatetas. Larifan grupas pelém terapijas 11. diena vienigi

piecauga IFN-a limenis, salidzinot ar kontroles grupu (3.2. Att€ls).

IFN- alpha

50
45
40
35
30
25
20
15
10

s n

0

Pirms Kontrole 11.diena Larifan 11.diena Kontrole beigas Larifan beigas (vid)

(vid)

3.2. Attels. IFN-o izmainas terapijas gaita pelu B16 melanomas metastatiskaja modeli.

T un B limfocitu procentualais sastavs tika noteikts terapijas beigas liesa. T Stinu
noteikSanai tika izmantots markieris CD3, bet B Stinas tika noteiktas izmantojot CD20 markieri.
Bitiskas CD3* un CD20* $tnu atskiribas liesa starp metastatiska modela dzivniekiem, kas bija

sanémusi Larifan terapiju vai PBS netika novérotas (3.1. tabula).

3.1. tabula. CD3" un CD20" §inu procentualais sastavs liesa metastatika modela pelém.

Grupa CD3 (%) CD20 (%)
Larifan 10,08 42,51
PBS 11,29 46,65

B stinu daudzums atbilda normai, kadu novero peles liesa (parasti 45-50%), tacu T Stnu
daudzums bija samazinats (parasti 30-35%). Tipiskaka plismas citometrijas aina paradita 3.3.

attéla.
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3.3. attels. CD3* un CD20" $unu procentualais sastavs liesa terapijas beigas

(reprezentativs att€ls): a, nekrasotas Stinas; b, krasotas Stinas.

Japiebilst, ka CD20 markiera gadijuma diezgan skaidri iezimgjas divas Stnu
subpopulacijas. Peles CD20 ir ekspreséts ar1 uz granulocitiem un monocitu/makrofagu Iinijas
Sinam
(http://static.bdbiosciences.com/documents/BD Reagents CDMarkerMouse Poster.pdf).
Actmredzot vismaz dala no detektétajam S$iinam bija granulociti vai monociti/makrofagi, kas

apgrutinaja rezultatu interpretaciju.

3.2 Larifan ietekme uz primarajiem audzéjiem
Primaras melanomas modeli katra pele sapéma 1.5x10° B16 melanomas §tinu injekciju
subkutani skausta rajona. Audzgja attistitibai katra pelé sekoja individuali, un terapija tika
uzsakta bridi, kad bija izveidojies neliels palp&jams veidojums. Terapijas laika peles sanéma
kopsumma tris Larifan devas (katra 10 pg/pele) ar cetru dienu intervalu, kuras atbilstosi grupai

ievadija i.t., i.p. vai perorali. Dzivnieku skaits pa grupam attélots 3.2. tabula.
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3.2. tabula. Dzivnieku sadalijums pa grupam primaras melanomas modeli un nekrozu

skaits.
Terapijas veids Grupa Dzivnieku Nekrozes Dzivnieku
skaits (%) skaits bez
nekrozém
Intratumorala Larifan 13 5(38.5) 8
ievadiSana PBS 8 2 (25.0) 6
Intraperitoneala Larifan 8 2 (25.0) 6
ievadiSana PBS 3 0(0.0) 3
Perorala Larifan 6 1(16.7) 5
ievadiSana PBS 6 1(16.7) 5

Eksperimenta gaita tika noverota nekrozu attistiba gandriz visas grupas neatkarigi no
terapijas veida (3.2. tabula). Literatira B16 melanomas modela konteksta ir aprakstiti
nekrotisku peréklu veidoSanas gadijumi, tacu parasti tas notiek audzgjam sasniedzot vismaz 1
cm?® tilpuma (Overwijk and Restifo 2001). Misu eksperimenta nekrotiskie procesi sakas
ieverojami agrak. Zimigi, ka 8 no 11 dzivniekiem (72.7%), kuriem attistijas nekroze, bija
sanémusi Larifan, un tikai 3 no 11 dzivniekiem (27.3%) bija sanémusi PBS. Vislielakais
nekrozu skaits tika noveérots Larifan grupa, kur Larifan tika ievadits i.t.. AtSkiribas starp Larifan
un kontroles grupu bija novérojamas ar1 i.p. ievadiSanas grupa, savukart peroralas ievadiSanas
grupa atskiribas nebija noverojamas (3.2. tabula).

Analiz€jot audzgja dinamiku bija redzams, ka Larifan ievadiSana i.p. kav&ja audz&ja
attistibu salidzinot ar kontroles grupu (3.4. a attels). Lidziga ietekme netika novérota grupa,
kura Larifan tika ievadits i.t.. GluZzi pretgji tika noverots neliels audzgja tilpuma pieaugums (3.4.
b attels). Savukart peroralas terapijas gadijjuma atSkiras audz&u tilpumi starp Larifan un
kontroles grupam. Uzsakot terapiju Larifan grupa, audz&ju tilpumi bija lielaki neka kontroles

grupa. Tacu laika gaita tie izlidzinajas (3.4. c attels).
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3.4. Attels. Audz@ju dinamika laika: a, intraperitoneala grupa; b,

intratumorala grupa; c, perorala grupa.

No dzivildzes analizes tika izslégtas peles, kuram bija attistijjusies nekroze. Analizé
ieklauto dzivnieku skaits redzams 3.2. tabula, ailé “dzivnieku skaits bez nekrozeém”. Atskiribas
dzivildzg starp Larifan un kontroles pelém bija novérojamas vienigi i.p. ievadiSanas gadijuma

(3.5. attgls).
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3.5. Attels. Pelu dzivildze: a, intraperitoneala grupa (IP); b, intratumorala grupa

(IT); c, perorala grupa (PerOs).

Lidzigi ka ieprieks tika izanaliz&ti arT citokini asinis. Proti, asins paraugi tika ievakti pirms
terapijas, terapijas laika (6. diena) un terapijas beigas. Pirms terapijas un terapijas laika ievaktie
paraugi pirms analizes tika apvienoti viena parauga. P&c terapijas nemtie paraugi tika analizeti
katrs atseviSki. Butiskas izmainas citokinu limenos, t.sk. IFN-o Iiment, netika konstat&tas.

Izanalizéts tika ar1 T un B S§tinu procentualais sastavs liesa terapijas beigas. Lidzigi ka
iepriek$ butiskas CD3" un CD20" S§tnu atSkiribas liesa starp dzivniekiem, kas bija sanémusi

Larifan terapiju vai PBS netika novérotas.
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3.3. Primaro audzéja novertéjums

Visi primarie audzgji, pirmkart, tika analiz€ti mikroskopiski. Interesanti, ka ap

primarajam melanomam tika konstatéta saistaudu kapsula (3.6. attels).

3.6. Attéls. Saistaudu kapsula (bulta) ap primaro audz&ju. 200x palielinajums.

Nemot véra noverotos nekrotiskos procesus audzgjos, visos audz&jos mikroskopiski tika
analiz€tas ar1 nekrozes. VisplaSakds nekrozes bija nov€rojamas i.p. grupa. Turklat
mikroskopiska Itment tas bija novérojamas gan Larifan grupa, gan ar1 kontroles grupa, lai gan
makroskopiski kontroles grupa tas nebija izpaudusas. Turklat kontroles grupa tas pat bija
plasakas (3.3. tabula). Iespg€jams to vargja ietekmét audz€ju lielumi. Ka var redzet 3.3.attela.
salidzinot ar pargjam terapijas un kontroles grupam, audzgji i.p. kontroles grupai bija lielaki.
Savukart i.t. un peroralas terapijas grupas plasakas nekrozes bija noveérojamas tiesi Larifan
gadijuma (3.3. tabula). Nedaudz lielaka vaskularizacija tika novérota pie Larifan terapijas, kaut

gan atskiribas starp grupam neviena gadijuma nebija statistiski ticamas (3.3. tabula).
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3.3.Tabula. Mikroskopiskais audz&ja novertejums.

Terapijas veids

L.p. 1.t. Perorala terapija
Larifan PBS p- | Larifan PBS p- | Larifan PBS p-
vertl vertt vertib
ba ba a
Kapsula ir ir ir ir ir ir
Nekrozes (%) 33,04 38,31 | 0,65 20,18 16,29 | 0,52 29,29 22,29 | 0,54
Vaskularizaci 2,82 2,03 | 0,48 2,08 1,28 | 0,22 2,49 2,31 0,83
ja, vidgjais (£2,05) | (£0,39) (£1,12) | (£0,60) (£1,32) | (£1,00)
asinsvadu
daudzums
redzeslauka
(£SD)

1.p. — intraperitoneala ievadiSana, i.t. — intratumorala ievadiSana, SD — standartnovirze.

34. MikrometastaZu novertéjums primaras melanomas modeli
Primaras melanomas modeli tika izverteta art mikrometastazu klatbiitne plausas, liesa un
aknas. Metastazes aknas nenovéroja. Mikrometastazu skaits liesa un plausas ir apkopots 3.4.
tabula. Mikrometastazes plau$as un liesa bija novérojamas praktiski visos paraugos neatkarigi
no terapijas un to skaits bija vai nu vienads, vai nedaudz samazinats Larifan terapijas gadijuma

(3.4. tabula).
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3.4. tabula. Mikrometastazu skaits plausas un liesa primaras melanomas modeli".

Terapijas veids

1.p. L.t Perorala terapija
Organs Larifan PBS Larifan | PBS Larifan | PBS
Liesa 3 3 3 3 2 3
Plausas 1 2 1 2 1 2

1.p. — intraperitoneala ievadiSana, i.t. — intratumorala ievadiSana, SD — standartnovirze;
* - metastazes vertetas ieverojot skalu: 1 - metastazes bija atrodamas viena vieta un neliela
skaita, 2 - metastazes bija atrodamas vairakas vietas neliela skaita, 3 - metastazes bija atrodamas

vairakas vietas liela skaita un 4 - metastazu skaits parauga bija loti liels;
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4. DISKUSIJA

Ka jau minéts, Larifan ir bakteriofaga izcelsmes dsRNS, kas tiek iegtita biotehnologiska
cela no ar bakteriofagu inficétam E.Coli Stnam. Larifan ir pazistama ar tas sp&ju inducét IFNus
un tiek veiksmigi pielietota ka pretvirusu lidzeklis klinika ar retam blakusparadibam (Loza and
Feldmane, 1996). Ka zinams, dsRNS ir TLR3 agonists (Starkhammar ez al., 2012). Sintétiskas
dsRNS, tadas ka poly(I:C) un tas analogi, jau ilgu laiku tiek pétitas gan ka potenciali preparati
pretaudz€ju terapija, gan ka vakcinu adjuvanti (Hafner et al., Zaks et al., 2006). Turklat tam ir
paradita sp&ja inducét apoptozi un kavet metastazu veidoSanos (Cheng et al., 2010; Hirabayashi
et al., 1999; Palchetti et al., 2015). Ir ar1 pétijumi, kuros novéro sintétisko dsRNS, poly (I:C)
un CpG-oligonukleotida 1826, attiecigi TLR3 un TLR9 antogonistu, sp&ju aktivet adaptivas T
Stinas melanomas pelu modeli (Amos et al., 2011). Uzsakot doto eksperimentu, tika sagaidits,
ka tapat ka citu dsRNS gadijuma, pielietojot Larifan ka pret-audz&ju terapiju, tiks novérota
Larifan ietekme uz audzgju. Proti, primaras melanomas gadijuma audzgjs reduc@sies, bet
metastatiskas melanomas gadijuma samazinasies melanomas plauSu metastazu skaits.

Peles, ka eksperimentalie dzivnieki §im pétijumam, tika izveletas ka filogenéetiski zemaka
suga, kas pielauyj cilvéka imiin-fiziologisku procesu/apstaklu atdarinasanu in vivo. Bez tam S§is,
uz B16 audzgju balstitais, kancerogenézes modelis C57BL/6 laboratorijas pel€s ir labi zinams,
un ir izpétiti daudzi ar kancerogenézi un imiinas atbildes reakciju saistitie aspekti (Overwijk et
al.,2001; Kabilova et al., 2016; Gatti et al., 2013, Amos et al., 2011).

Saja pétijuma izveidojot divus melanomas pelu modelus, subkutanas jeb primaras
melanomas modeli un metastatiskds melanomas modeli, tika paradita Larifan ietekme uz
audz€ju un ta metastazém. Metastatiskas melanomas modeli galvenais mérkis bija noskaidrot
Larifan sp&ju kavet metastazu veidoSanas plausas.

Eksperiments paradija, ka Larifan piemit sistemiska darbiba (injic€ja véna un efekts
izpaudas plausas), un ka tas kavé plauSu metastazu attistiSanos B16 melanomas modeli,
salidzinot ar kontroles grupas dzivniekiem, kas sanéma PBS injekcijas. Ir japiemin, ka
dzivniekiem, kuri bija saneémusi Larifan injekcijas picauga IFN-alpha koncentracija plazma.
Tas sakrit, pirmkart, ar literattira aprakstitam Larifan 1pasibam inducét IFNus (Loza and
Feldmane, 1996, Veinalde et al., 2013, Pjanova et al., 2019) un, otrkart, norada, ka Larifan
iespgjama pretaudz&ju darbiba realiz&jas caur IFN sistému. Lidzigi poly (I:C) pretaudz&ju
darbiba ir saistita ar IFN sistéma (Longhi et al., 2009). I tipa IFNi ir pazistami ar1 ar sp&ju
modificet Stnas ciklu (Murata ef al., 2006). Tie uzrada inhib&josu efektu G1-S fazu pargja un,
ka ar1 bija paradits petjjuma par hepatocelularo karcinomu, IFN-a kaveé S Stinas fazi (Murata et
al., 2006). Tapat ir paradits, ka IFN-a induce apoptozi hepatocelularas karcinomas $iinu Iinijas

(Murata et al., 2006). Pie tam ir minéts, ka [FN-a palielinaja HLA I klases molekulu ekspresiju
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uz HCC §unu Inijam, un I tipa IFN imiinmodul&josa iedarbiba notika, pastiprinot HLA I klases
molekulu ekspresiju uz $tinu virsmas, aktivizéjot CD8" citotoksiskos T limfocitus, NK $tinas
un dendritiskas Siinas (Murata et al., 2006). Ar1IFN-y ir svariga loma audz€ju attistibas kontrole
un pret-audz&ju iminas atbildes aktivizé€Sana, nodrosinot tieSu pret-audz&ju darbibu, kavejot
angiogenézi un véza stinu augsanu, ka arT sensibiliz&jot vEza Slinas pret apoptozi un nodrosinot
T $tinu un makrofagu aktivizéSanu. Lidzigi ir ar1 paradits, ka IFN-y, tapat ka I tipa IFN var
mijiedarboties ar TLR agonistiem makrofagu indukcija (Miiller et al., 2018). Ir ar1 svarigi, ka
NK Stnas atri tiek rekrutétas limfmezglos un liesas baltaja pulpa péc stimulacijas ar
nobriedusam dendritiskajam $iinam un, piemé&ram, poly (I:C) (Longhi et al., 2008).

Kopuma, iegiitie metastatiska modela rezultati apstiprina hipotézi, ka Larifan ietekme
melanomas metastazéSanos plausas, samazinot metastazu skaitu pelém.

Primara melanomas modeli mérkis bija noskaidrot Larifan terapijas ietekmi uz primara
audzgja augSanu atkariba no Larifan ievadiSanas veida, ka art Larifan ietekmi uz audzg&ja
izplatiSanos. Lai izvertetu, kada ievadiSanas veida Larifan terapija strada labak, bija izveidotas
3 dzivnieku terapijas apakSgrupas — intraperitoneala, intratumorala un perorala grupa. Attiecigi
kontroles grupas ar1 bija 3, un tam ievadija PBS tada pasa veida, ka terapijas grupas. Lai gan
eksperimenta gaita pelu audzgji tika meriti katru otro dienu, analizei derigas izradijas tikai 1.
un 6. dienas (vispilnigakie rezultati), kas ar1 tika ieklautas analizeé. AtSkiribas starp audzgja
augSanu tika nove@rotas vienigi intraperitonealaja grupa, kur Larifan terapiju sanémusajam
pelém bija novérota 1énaka audzgja augSana. Arl peroralas terapijas grupa bija noverotas
nelielas atSkiribas starp Larifan terapiju sanémuSajam pelém un kontroles pelém. Tapat
ka intraperitonealaja grupa ar1 $aja gadijuma audz€ja augSana Larifan terapijas grupas pelém
bija 1enaka, kaut gan sakotngjie audz&ju izmeri bija lielaki. Zimigi, ka art Seit Larifan darbiba
visticamak izpaudas sist€miski. Savukart Larifan ievadiSana tieSi audzg€ja (intratumorali)
gaidito efektu nedeva un atSkiribas pat nelielas starp Larifan un kontroles grupu nebija
redzamas. Audzgja dinamika, vismaz intraperitonealas ievadiSanas grupa, korel€ja art ar pelu
dzivildzes analizi. Saja grupa Larifan grupas pelém dzivildze bija labaka neka kontroles
dzivniekiem. Iegiitie rezultati par audz&ju augSanu un pelu dzivildze parada, ka Larifan
iedarbiba visdrizak ir sist€émiska.

Interesants novérojums bija nekrozu attistiSanas. Literatiira B16 melanomas modela
konteksta ir aprakstiti nekrotisku peréklu veidoSanas gadijumi, tacu parasti tas notiek audzgjam
sasniedzot vismaz 1 ¢cm? tilpuma (Overwijk and Restifo 2001). Miasu eksperimenta nekrotiskie
procesi sakas ievérojami agrak vél pie audzgju tilpuma 0,17 cm?®. Tas pamudingja izvertet
nekrotiskos procesus ar1 mikroskopiski. Intraperitonealaja grupa plasakas nekrozes bija

noveérojamas kontroles grupas pelém, kuras bija sanémusas PBS injekcijas. Tacu §is grupas
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pelém bija ar vislielakie audzgji p&c tilpuma un $aja gadijuma to butu iesp&jams ar1 skaidrot ar
audz€ja izméru. Savukart intratumoralas un peroralas ievadiSanas grupas plasakas nekrozes bija
tiesi Larifan sanémusajam pelém. Ja peroralas grupas pelém §is atSkiribas varétu but gadijuma
rakstura, tad intratumoralas ievadiSanas grupa tas vartu but arl likumsakarigas. Nesenie
atklajumi ir paradijusi, ka arT Stinu bojaeja nekrozes cela tiek realizéta caur noteiktiem Stinas
signalceliem, kur centralo lomu spélé RIP1-RIP3—-MLKL komplekss, kas parnes signalus no
Stinas “naves” un citiem receptoriem, t.sk. Toll Like receptoriem (TLR) un TLR3 (dsRNS
receptors) uz efektormolekulam, kas talak izraisa Stinu bojaeju (Dhuriya and Sharma 2018).
Lidz ar to pastav uzskats, ka programméto nekrozi jeb nekroptozi var mérktiecigi pielietot
audz€ju terapija. Ta ir joma, kas Sobrid tiek intensivi pétita.

Literatiira ir norades ka pastav saistiba starp melanomas progresésanu un angiogenézi. Ir
noveérota pakapeniska vaskularizacijas palielinasanas audz€jam progresgjot un sasniedzot
melanomas vertikalas augSanas fazi (Mabeta et al., 2020, Marcoval et al., 1997). Ar1 §aja petijuma
tika izvertéta audz&ja vaskularizacija un noveérota agiogenézes palielinasanas, tacu butiskas
atSkiribas starp dazadam grupam netika noverotas. Tapat primaras melanomas modeli
turpinajas arT melanomas progresija neatkarigi no grupas, ko paradija mikrometastazu analize
ieks€jos organos (plausas, liesa). Mikrometastazu skaita samazinajums Larifan ietekmé nebija
nozimigs.

Attieciba uz kapsulu, ko novéroja ap audzgjiem primara modela pelém, viss nav tik
viennozimigi. Saja pétfjuma visiem apskatitiem pelu melanomas paraugiem bija novérota
kapsula. Ta atdalija audz&ja audus no pelu organisma audiem. Ir petijums, kurd melanomas pelu
modelos ap audz€ju ar1 bija novérota ta saucama pseido-kapsula (Villaverde et al., 2014). Pie
tam vini noveroja, saistibu starp pielietotajam terapijam un kapsulas biezumu. Pieméram,
kontroles grupas pelém kapsula bija novérota tikai 1 no 8 pelém, pie tam ta bija nepilniga.
P&tijuma autori uzskatija, ka pseido-kapsula ir saistita ar ievérojamo imiino reakciju, kas liecina
par saikni starp So struktiiru un vietgjo imiino atbildi (Villaverde ef al., 2014). Bet iesp&jamais
iemesls kapsulas veidoSanas procesam kontroles pelé bija agrina pret-audz€ja imiina atbilde
konkrétaja pele. Turklat petijumos ar sarkomam ir paradits, ka noverota pseido-kapsula bija
vairak nepartraukta, biezaka un labak attistita audzgjos, kas reaggja uz terapiju (Villaverde et
al., 2014, O'Donnell et al., 2014, Gitelis et al., 1989). Lai noskaidrotu, vai pastav atskiribas
starp terapijas grupam un kontroles grupam S$aja pétijjuma, paraugiem papildus ir janoverte
kapsulas biezums. ST punkta izpilde varétu ievest lielaku skaidribu gan kapsulas esamiba miisu
pétijuma pelém, gan iegitiem rezultatiem. No otras puses, ksenogenaja Stinu transplantacija ir
metode, pie kuras, subkutani ievadot pelu organisma poliakrilamida g€lu, p&c 6-8 nedélam

veidojas vaskularizéta saistaudu kapsula, kura ieksa ievada transplantgjamas $tinas. ST kapsula
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pasarga transplantétas audz€ja Siinas no atras eliminacijas ar pelu imiinkompetentajam $tinam
(MockaneBa u dp., 2006). Saja pétfjuma tada metode nebija pielietota, tadu tada kapsulas
funkcija varetu izskaidrot, kapec primara melanomas modela iznakums at$kiras no izvirzitas
hipotézes, ka audz&ju augsana samazinasies un audzgji reducésies.

Nesenie pétijumi ir paradijuSi ari pret-audz€ja efektu pielietojot TLR agonistu
kombinaciju kopa ar anti-CTLA-4 terapiju (Caisova et al., 2018). Ta ka rezultati paradija, ka
Larifan terapija kaveé plausu metastazu veidosanos B16 pelu melanomas modeli, bet pielietojot
Larifan ka monoterapiju, ievérojamas ietekmes uz primaro audz&ju nebija, talakajos p&tijumos

biitu svarigi parbaudit Larifan darbibu kombinacija ar citiem imunterapijas Iidzekliem.
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5. SECINAJUMI

Larifan terapija kavé plausu metastazu veidosanos B16 pelu melanomas modeli; terapiju

sanémusajiem dzivniekiem plauSu metastazu skaits bija mazaks neka kontroles dzivniekiem.

Larifan terapijas ietekmé pieaug IFN-o koncentracija dzivnieku asinis, noradot ka Larifan

pretaudz&ju darbiba realiz€jas caur IFN sistemu.

Primaras melanomas modelt ap audzgju veidojas saistaudu kapsula, kas vargja ietekmét

terapijas iznakumu $aja modeli.

Salidzinot dazadus Larifan ievadiSanas veidus primaras melanomas modeli, labakie

rezultati ieguiti Larifan ievadot intraperitoneali.
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