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SANTRUMPOS

5-FU — 5-fluoruracilas

ABC — ATP surisanti kaseté (angly k. ATP binding cassette)

AML — Umi mieloleukemija (angly k. Acute myeloid leukaemia)

ALL — Umi limfoleukemija (angly k. Acute lymphoblastic leukaemia

AU(M)C — Plotas po (momentine) koncentracijos kreive (angly k. Area under the (first moment)
curve)

BCRP — Kriities vézio atsparumo baltymas (angly k. Breast cancer resistance protein)

BSA — Kiino pavirsiaus plotas (angly k. Body surface area)

CBC — Pilnas kraujo iStyrimas (angly k. Complete blood count)

CIN — Chemoterapijos sukeliama neutropenija (angly k. Chemotherapy induced neutropenia)
CR - Visiska remisija (angly k. Complete remission)

Cl — PaSalinimas, klirensas (angly k. Clearance)

Cmax — Didziausia koncentracija plazmoje

Css — Pusiausvyros koncentracija plazmoje (angly k. Steady state plasma level)

CTR — Vario nesiklis (angly k. Copper transporter)

DHFU - 5,6-dihidro-5-fluoruracilas

dMCF — Vidutinés kanalo fluorescencijos skirtumas (angly k. Difference in mean channel
fluorescence)

DLS — Dinaminé¢ Sviesos sklaida (angly k. Dynamic light scattering)

DAU — Daunorubicinas

Dox — Doksorubicinas

Dox-dgr — Ilga laikg 37 °C Zmogaus kiino temperatiroje laikytas degradaves doksorubicinas
(angly k. Degraded doxorubicin)

DPD — Dihidropirimidino dehidrogenaze

EPI — Epirubicinas

EPR — Sustiprintas pralaidumas ir sulaikymas (angly k. Enhanced permeability and retention)
FBAL — a-fluor-B-alaninas

FBS — Verselio serumas (angly k. Fetal Bovine Serum)

FCM — Téekmes citometrija (angly k. Flow cytometry)

GI — Virskinamasis traktas (angly k. Gastrointestinal)

GR — Granulocitai

HGB — Hemoglobinas



HIV — Zmogaus imunodeficito virusas (angly k. Human immunodeficiency virus)
HR — Santykiné rizika (angly k. Hazard ratio)

HPLC — Didelio nasumo skysciy chromatografija (angly k. High performance liquid
chromatography)

IP/i.p. — i pilvaplévés ertme (angly k. Intraperitoneal)

IV/i.v. —1 veng (angly k. Intravenous)

Ke1 — Eliminacijos konstanta

KPP — Kiino pavirSiaus plotas

LY — Limfocitai

MBC — Metastazaves kriities vézys (angly k. Metastatic breast cancer)

MCYV — Vidutinis lasteliy taris (angly k. Mean cell/corpuscular volume)

MCF - Vidutiné kanalo fluorescencija (angly k. Mean channel fluorescence)
MDR — Daugiavaistis atsparumas (angly k. Multidrug resistance)

MO — Monocitai

MP — Merkaptopurinas

MPYV — Vidutinis trombocity turis (angly k. Mean platelet volume)

MRP — Daugiavaiscio atsparumo baltymas (angly k. Multidrug resistance protein)
MRT — Vidutinis gyvavimo laikas (angly k. Mean residence time)

MTD - Didziausia toleruojama doz¢ (angly k. Maximum tolerated dose)

MTX — Metotreksatas (angly k. Methotrexate)

MTT- Metiltiazolildifenil-tetrazolio bromidas (angly k. Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium
bromide)

NBD — Nukleotidg prijungiantis domenas (angly k. Nucleotide binding domain)
NSCLC — Nesmulkialgstelinis plauciy vezys (angly k. Non-small cell lung cancer)
PBS — Fosfatinis buferinis druskos tirpalas (angly k. Phosphate buffered saline)
PD — Farmakodinamika

PerC — Pilvapléves ertme (angly k. Peritoneal cavity)

P-gp — Pralaidumo glikoproteinas (angly k. Permeability glycoprotein)

PK — Farmakokinetika

PLT — Trombocitai (angly k. Platelets)

PR — Dalinis atsakas | gydymga (angly k. Partial response)

RES — Retikuloendoteliné sistema

ROI — Dominanti sritis (angly k. Region of interest)

SD — Stabili liga (angly k. Stable disease)

TBM — Navika turinCios pelés (angly k. Tumour bearing mice)



TEM — Transmisijos elektroniné mikroskopija

TDM — Terapinis vaisty monitoringas (angly k. Therapeutic drug monitoring)

TKI — Tirozino kinaziy slopikliai (angly k. Tyrosine kinase inhibitors)

TMD — Transmembraninis domenas

TSDR - Dviejy Zingsniy ramybés biisenos/atsinaujinimo modelis (angly k. Two step
dormancy/recurrence)

T12 — Eliminacijos i§ plazmos puséjimo laikas

Vg4 — Pasiskirstymo tiiris (angly k. Volume of distribution)

WBC — Leukocitai (angly k. White blood cells)
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IVADAS

Temos aktualumas

Doksorubicinas (Dox) — vienas antracikliny grupés prieSvéziniy vaisty, placiai taikomas
kriities, kiausidziy, prostatos, smegeny, kasos, plauciy vézio, taip pat iminés limfoleukemijos ir
mieloleukemijos bei Hodzkino limfomos gydymui [1]. Nors vaistas pasizymi puikiu citostatiniu
efektyvumu tiek hematologiniy, tiek kietyjy (solidiniy) naviky atveju, doksorubicino sukeliamas
sunkus Salutinis poveikis ir daznai iSsivystantis atsparumas chemoterapijai riboja jo taikymo
galimybes onkologingje terapijoje [2], [3]. DaZniausiai minimi chemoterapinj atsparumag
sukeliantys veiksniai yra daugiavais¢io atsparumo baltymai MDR1, MRP1, BCRP [4]; padidéjusi
lasteliy apoptoze slopinanciy ir proliferacija skatinanciy onkogeny raiSka, naviko gebéjimas
iSvengti imuninés sistemos atsako, angiogenezés skatinimas ir kt. [5]. Taip pat parodyta, kad
prieSveéziniy agenty jsisavinimas lastelése ir jy sukeliamas citotoksiSkumas sumazéja didéjant
lasteliy tankiui. Sis procesas, pirma karta pastebétas in vitro, vadinamas ,,inokuliaciniu efektu*
(angly k. inocular effect) [6], [7]. Sis reiskinys galéty lemti didesnj gydymo atsparuma @iminiy
leukemijy su padidéjusiu leukocity skai¢iumi atveju. Tokiu atveju galima buty tikétis, kad
vartojant didesnes vaisto suleistas dozes, terapiniai rezultatai bus geresni. Deja, chemoterapinio
vaisto dozes ir koncentracijos plazmoje jtaka gydymo atsakui néra pakankamai istirta [8]. Didesné
vaisto koncentracija plazmoje nebiitinai lemia didesnj vaisto jsisavinimo navike ar geresnj
gydymo atsaka. Terapinio vaisty monitoringo (angly k. TDM — therapeutic drug monitoring),
s¢kmingai naudojamo vaisty doziy individualizavimui ir jy veiksmingumo gerinimui jvairiose
srityse, pritaikymas onkologijoje yra labai ribotas [9], [10], o Siuo metu placiai taikomas dozés
apskaiciavimas pagal kiino pavirSiaus plotg (KPP, angly k. BSA — body surface area) nejvertina
individualiy citotoksiniy vaisty pasalinimo i§ organizmo ypatumy, kas gali lemti per didelés ar per
mazos vaisto dozés paskyrima pacientui. Dél to vaisto koncentracija pacienty kraujo plazmoje gali
skirtis 10-100 karty, nepaisant to, kad pacientai gauna tg pacig vaisto doz¢ kvadratiniam metrui
kiino ploto [11-13]. Situacijg apsunkina didelis citotoksiniy junginiy pasiskirstymo turis ir
trumpas eliminacijos plazmoje pusé¢jimo laikas, kurie lemia greitg vaisto paSalinimg i$ plazmos ir
susikaupimg audiniuose daug didesniais nei didziausia plazmos koncentracija kiekiais [12], [14].
Pavyzdziui, kraujo ir kauly Ciulpy lastelés geba sukaupti iki 200 karty daugiau chemoterapinio
vaisto doksorubicino negu plazma [14]. Parodyta, kad platinos junginiy i§laikymas audiniuose net
iki 20 mety po uzbaigto gydymo buvo susijes su ilgesne remisijos trukme ir geresniu

iSgyvenamumu nesmulkialastelinio (angly k. NSCLC — non-small cell lung cancer) plauciy vézio
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atveju [15], [16]. Manoma, kad svarbus ne tik audiniuose sukaupto vaisto kiekis, bet ir jo
sulaikymo audiniuose trukmé. Siuo atveju ploto po vaisto koncentracijos audiniuose kreive (AUC)
skaiCiavimas galéty biiti svarbus kriterijus chemoterapinio gydymo efektyvumui vertinti.
Ascitiniy naviky modeliai galéty buti patogi priemoné jvertinti lastelése sukaupto
chemoterapinio vaisto doksorubicino jsisavinima, jo sulaikymo organizme trukme bei ieskoti
gauty duomeny sgsajy su terapiniu gydymo efektyvumu ir naviko atkryCiu. Tokiy sgsajy
nustatymas leisty sukurti stebéti vaisto patekimo, fiksacijos ir kaupimosi lgstelése ypatumus ir,
esant butinybei, koreguoti terapijos schemg ar preparato doze. Ilgalaikio temperatiiros poveikio
doksorubicino stabilumui tyrimai padéty jvertinti fiziologinés temperatiiros jtakg audiniuose
sukaupto vaisto gebé&jimui slopinti véziniy lgsteliy proliferacija ir naviko atsinaujinimg po ilgo

remisijos laikotarpio.

Darbo tikslas

Sio disertacijos darbo tikslas buvo istirti citotoksinio vaisto doksorubicino jsisavinimo ir
sulaikymo organizme sgsajas su chemoterapiniu atsparumu ir naviko atkryciui peliy limfomos

modeliuose.

Darbo uzdaviniai

1. Nustatyti eksperimentiniy peliy limfomos lasteliy linijos naviko dydzio ir Igsteliy tankio
itaka doksorubicino jsisavinimui ir sulaikymo naviko Iasteléje trukmei ir jvertinti Siy
rodikliy sgsajas su naviko atkryCiu ir atsparumu chemoterapijai.

2. Nustatyti eksperimentiniy peliy limfomos Igsteliy linijos naviko dydzio ir Iasteliy tankio
jtaka sisteminiam doksorubicino poveikiui ir jvertinti Sio poveikio s3gsajas su
chemoterapinio gydymo efektyvumu.

3. Naudojant sukurta in vitro — in vivo dviejy zZingsniy ramybeés/atsinaujinimo
eksperimentiniy peliy limfomos Igsteliy linijos model] jvertinti vidulastelinio
doksorubicino koncentracijos su naviko atkryciu ir peliy bendru i§gyvenamumu sasajas.

4. Ivertinti fiziologinés zmogaus kiino temperatiiros ilgalaikj poveikj chemoterapinio vaisto
doksorubicino stabilumui, mielosupresiniam ir antiproliferaciniam aktyvumui.

5. Ivertinti liposominio doksorubicino ,,Caelyx‘ mielopsupresinj aktyvuma ir susikaupimo
gyvose ir permeabilizuotose I1gstelése ypatumus pries ir po ilgalaikio fiziologinés Zmogaus

kiino temperatiiros poveikio.
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Ginamieji teiginiai

1. Net nedidelis véziniy Iasteliy kiekio ir tankio padidé¢jimas lemia reikSmingg
chemoterapinio vaisto doksorubicino jsisavinimo, sulaikymo trukmés ir atsako j gydyma
pablogéjima. Vaisto jsisavinimas didesnio dydzio ir tankio naviky lastelése yra
reikSmingai blogesnis lyginant su mazesnio dydzio navikais.

2. Vietinis doksorubicino jsisavinimas ir jo sulaikymo naviko lgstelése trukmé, prieSingai nei
jo sukeliamas sisteminis poveikis, teigiamai koreliuoja su terapiniu vaisto efektyvumu ir
naviko atkryciu.

3. Ilgalaikis fiziologinés zmogaus kiino temperatiiros poveikis lemia laisvo chemoterapinio
vaisto doksorubicino mielosupresinio ir antiproliferacinio aktyvumo mazéjima, silpnesnj
vaisto jungimasi prie lagstelés branduolio struktiiry. PrieSingai, nei liposominio
doksorubicino atveju, laisvo doksorubicino jsisavinimas Igstelése po ilgalaikio
fiziologinés zmogaus kiino temperatiiros poveikio reikSmingai sumaz¢ja lyginant su
Svieziu vaistu.

4. Lyginant su laisvu doksorubicinu, liposominio chemoterapinio vaisto doksorubicino
jsisavinimas Iastelése vyksta léCiau. Antiproliferacinis liposominio doksorubicino
poveikis, tikétina, labiau pasireiSkia ne cirkuliuojant kraujotakoje, bet vaisto susilaikymo

audiniuose metu pasibaigus chemoterapiniam gydymui.

Darbo naujumas

Daugelio autoriy parodyta, kad dideli doksorubicino kiekiai kaupiasi audiniuose, kuriuose
Jis geba iSsilaikyti ilgai, pra¢jus net 8-240 dieny nuo gydymo pabaigos [17] ir iki 550 karty
didesniais nei kraujo plazmoje kiekiais [18], [19], [20], [21]. Visgi ankstesni tyrin¢jimai
apsiribodavo vaisto farmakokinetikos rodikliy kraujo plazmoje nustatymu. Tiesa, kai kurie
autoriai vertino audiniuose sukaupto doksorubicino plota po koncentracijos kreive (AUC) [20],
[21], taciau Sio galimai svarbaus klinikiniu poziiiriu rodiklio jtaka terapiniam efektyvumui ar
sukeltam pasaliniam poveikiui anks&iau nebuvo tyrinéta. Siame darbe buvo tirta audiniuose
sukaupto doksorubicino AUC ir jo s3sajos su chemoterapiniu efektyvumu.

Chemoterapinio vaisto doksorubicino stabilumas anks¢iau buvo tiriamas jvairiomis
salygomis: hidrolize, peroksido oksidacija, kaitinant 80 °C, fotolize, apSvitinimu mikrobangomis
[22], [23]. Autorés ziniomis, ilgalaikis (365 dieny trukmés) zmogaus kiino temperatiiros poveikis

doksorubicino stabilumui iki $iol nebuvo vertinamas.
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Siekiant jvertinti doksorubicino susikaupimo Igstelése su naviko atkryCiu sgsajas, buvo
sukurtas specialus in vitro — in vivo dviejy zingsniy ramybés/atsinaujinimo TSDR (angly k.
TSDR — two step dormancy/recurrence) modelis. PrieSingai nei kity autoriy [24], miisy modelis
paremtas trumpalaike (iki 30 min.) naviko Igsteliy inkubacija su vaistu ir jy tolesniu vertinimu ne

in vitro sglygomis, bet in vivo peliy pilvaplévés ertméje.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Atsparumas chemoterapijai

Atsparumas chemoterapijai — vienas pagrindiniy veiksniy, lemian¢iy mazesnj prie$veézinio
gydymo veiksminguma ir siejamas su blogesne prognoze bei didesne onkologiniy pacienty mirties
rizika [25]. Lasteliy atsparumas pagal atsiradimo pobiidj gali biiti skirstomas j jgyta, iSsivystantj
priesvézinés terapijos metu, ir vidinj, t. y. jgimta, lasteliy atsparuma [26]. Naviko Iasteliy
atsparumo citotoksiniams vaistams vystymasi gali lemti geny mutacijos, padidéjes vaisty
iSmetimas (efflux) dél padidéjusios daugiavais¢iy atsparumo baltymy (MDR1, MRP1, BCRP)
raiSkos, miRNR, egzosomos, su véziu susij¢ fibroblastai (CAF), naviko mikroaplinka (TME),

alternatyviy signalizavimo keliy suaktyvinimas (1 pav.).

1 pav. Veiksniai, lemiantys atsparumo vaistams vystymasi vézinése lgstelése (Hussain et al., 2019)

Fig. 1. Factors contributing to development of drug resistance in cancer cells (Hussain et al., 2019)

Atsparumg chemoterapijai sukelianciy ,,vaistams atspariy mutacijy” (angly k. — drug
resistant mutations) savoka naudojama nuo 1950-yjy [27]. Nuo to laiko buvo identifikuota daug
su véziu susijusiy geny. Pavyzdziui, APC (angl. k. — adenomatous polyposis coli) geno mutacija,
kurig turintiems Zmonéms nuolat formuojasi polipai, yra susijusi su didesne rizika susirgti
storosios ir gaubtinés Zarnos véziu [28], [29]. Storosios ir gaubtinés Zarnos véZio atveju taip pat
parodyta KRAS geno, kaip prognozuojamojo (prediktyvinio) zymens nuspéti atsakg ; gydyma
cetuksimabu, svarba [29], [30]. Kitas gerai zinomas onkogenas HER2, reguliuojantis lgsteliy
proliferacija, kurio raiSkos padidéjimas yra siejamas su 20-25 % kriities vézio atvejy. Taikant

trastuzumabo terapijg Sio tipo kriities véZio gydymui, motery mirtingumas sumazejo trecdaliu,
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pasikartojancio krities vézio atvejy sumazejo 40 % [29], [31]. Tuo tarpu DNR pazaidy
reparacijoje (taisyme) dalyvaujan¢iy BRCA1 ir BRCA2 geny mutacijos lemia iki 60-85 %
didesne kriities véZio, iki 40-60 % epitelinio kiausidziy naviko rizika. Sios mutacijos taip pat
siejamos su didesniu prostatos vézio atvejy skaic¢iumi [29], [32].

Daugelis tyrimy parodo prognostiniy biozymeny, kaip potencialiy taikiniy, prieSvézinei
terapijai, paieskos svarbg. PrieSvézingéje taikiniy terapijoje naudojami tirozino kinaziy slopikliai
(angly k. TKI — tyrosine kinase inhibitors) yra efektyvus kai kuriy onkologiniy ligy atveju.
Pavyzdziui, imatinibas parodytas virskinamojo trakto stromos naviky ir Iétinés mieloleukemijos
gydymui. Tuo tarpu junginiai gefitinibas, elotinibas, critonizibas s¢kmingai taikomi nesmulkia-
lastelinio plauciy vézio terapijoje [8], [29], [33].

Siuo metu daug démesio skiriamas individualios terapijos remiantis konkretaus naviko
molekuliniu fenotipu tobulinimui. PavyzdZiui, neoadjuvantinéje terapijoje Siuo metu tiriami
alternatyviis metodai jvertinti naviky jautruma chemoterapijai. Pavyzdziui, geny koekspresijos
(koraiskos) ekstrapoliacijos metodas COXEN (angly k. co-expression extrapolation) buvo
s¢kmingai naudojamas keliuose tyrimuose [34]-[36].

Solidiniy (kietyjy) naviky atveju atsparumas chemoterapijai gali biiti nulemtas ne
genominiy veiksniy, bet chemoterapinio vaisto negebéjimo prasiskverbti | gilesnius naviko
sluoksnius. Vertinant doksorubicino susikaupimg naviko lgsteliy sferoiduose, buvo nustatytas tik
pavirs$inis vaisto jsisavinimas [37], o didesnio tankio navikuose §io vaisto jsiskverbimas j gilesnius
sluoksnius buvo parodytas mazesnis [38], [39]. Panasiai pastebétas ir staigus vaisto koncentracijos
maz¢jimas naviko centringje dalyje kriities vézio atveju [40]. Solidinio naviko dydis buvo
pasiiilytas kaip pagrindinis veiksnys doksorubicino jsiskverbimui  gilesnius naviko sluoksnius
[37], [40]. Chemoterapinio vaisto paklitakselio atveju didelis véZiniy lasteliy tankis taip pat buvo
klittis vaisto jsiskverbimui j naviko audinj. Naudojant didesnes paklitakselio koncentracijas,
galincias sukelti apoptoze (ir tuo paciu mazesnj lgsteliy tankj), vaisto skverbimasis j gilesnj naviko

audinj staiga padidedavo [37], [39].

1.1.1. Daugiavais¢io atsparumo baltymai

ABC (angly k. ATP binding cassette) nesikliai yra didelé nuo ATP priklausanciy pernasos
baltymy Seima. Junginiy (amino riigs¢iy, baltymy, angliavandeniy, lipidy, neorganiniy jony,
vaisty ir jy metabolity) pernaSai ABC neSikliai naudoja ATP hidrolizés metu iSsiskyrusia energija
[4], [41], [42]. Visi ABC Seimos baltymai turi du transmembraninius (angly k. TMD —
transmembrane domain) ir du nukleotidus suriSancius (angly k. NBD — nukleotide binding

domain) domenus (2 pav.). TMD dalyvauja substraty atpazinime ir jy pernasoje pro membrang, o
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NBD yra ATP suriSantis domenas. Kai ATP prisijungia prie NBD, vyksta ATP hidroliz¢ ir
iSsiskiria substraty pernasai reikalinga energija. Nuo ATP hidrolizés priklausanciy baltymy yra
tiek prokariotuose, tick eukariotuose. Zmogaus genome yra 49 ABC genai, i§déstyti septyniuose
(A, B, C, D, E, F, G) lokusuose ir sudarantys atitinkamai ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCG,
ABCE, ABCF poseimes. ABCB, ABCC ir ABCG poseiméms priklausantys baltymai yra
atsakingi uz prieSvéziniy vaisty iSmetimg i§ naviko lasteliy, dél ko maz¢ja vidulagsteliné vaisty
koncentracija ir sukeliamas atsparumas taikomam gydymui. Todél Sie baltymai yra galimi

priesvézinio gydymo taikiniai [42]-[44].

Substrate

Hydrolysis

2 pav. ABC seimos baltymai yra nuo ATP priklausantys neSikliai. Substrato pernasa jvyksta dél
substrato prisijungimo ir ATP hidrolizés pasikeitusios baltymo konformacijos (Chen et al., 2015)

Fig. 2. Energy-dependent ABC transporters exhibit a conformational change upon substrate binding
and ATP hydrolysis which drives the transport process of the substrate (Chen et al., 2015)

MDR (angly k. MDR — multidrug resistance) nesikliy Seima — tai ABC pernasos baltymy
grupei ABCB, budingai tik zinduoliams, priklausantys baltymai, kuriy keletas nariy yra susij¢ su
chemoterapiniy vaisty pasalinimu 1§ véZiniy lasteliy, sukelianciu daugiavaist] atsparumag [42].
Geriausiai  charakterizuotas Sios poSeimés atstovas yra pralaidumo glikoproteinas
(P-glikoproteinas, P-gp), kitaip dar Zinomas kaip MDR-1 ar ABCBI1. Normaliomis salygomis
P-gp veikia kaip fiziologinis barjeras, apsaugantis smegenis, kepenis ir kitus organus nuo
lipofiliniy vaisty pertekliaus. Sio baltymo raiska biidinga visoms periferinio kraujo lasteléms,
iSskyrus granulocitus [45]. Navikuose P-gp yra susij¢s su atsparumu jvairiems chemoterapiniams
vaistams, tarp jy paklitakseliui ir doksorubicinui [46]-[48]. Padidéjusi P-gp raiska yra labai svarbi
tiek pradiniam, tiek sukeltam naviko lgsteliy atsparumui chemoterapijai, dél to padidéja véziniy
lasteliy atsparumas citotoksiniams vaistams [45]. Pavyzdziui, parodyta, kad P-gp inhibitoriaus
verapamilio pridéjimas reikSmingai sumazino paklitakselio iSmetimg limfoblastomos ir kiausidziy

lastelése [49]. Padidéjusi Sio neSiklio raiSka pastebéta paklitakseliui ir doksorubicinui atspariy
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kiausidziy vézio linijose [50]. Padidéjusi p-glikoproteino raiska taip pat buvo susijusi su didesne
atkryCio ir mazesne visiSkos remisijos (angly k. CR — complete remission) tikimybe pacientams,
sergantiems de novo iimine mieloidine leukemija (AML), gydomiems standartiniu antraciklino
(daunorubicino arba idarubicino) ir citarabino deriniu [51]. Pelése su pasalintu (angly k. knockout)
p-gp baltyma koduojan¢io ABCBI/MDRI geno aleliu chemoterapinio vaisto efektyvumas buvo
daug didesnis negu laukinése pelése [52]. Siekiant padidinti vaisto efektyvumg sulaikant vaistg
lastelés viduje biity galima papildomai naudoti p-glikoproteino (P-gp) slopiklius.

ABCG pogrupio narys BCRP (angly k. BCRP — breast cancer resistance protein), arba
ABCG?2, yra dar vienas svarbus ABC neSiklis, atsakingas uz lasteliy apsauga nuo toksiny ir
ksenobiotiky. BCRP raiSka padidéjusi placentoje, virskinimo trakte, kepenyse, inkstuose, pieno
liaukose, séklidziy lastelése. Esant tam tikroms ligoms, tokioms kaip Giminé leukemija ir Gminé
mieloleukemija, Sio baltymo padidéjusi raiska siejama su lasteliy atsparumu vaistams ir blogesne
gydymo prognoze [53], [54]. Esant padidéjusiai BCRP raiSkai lastelés jgyja atsparuma
topotekanui, daunorubicinui, mitoksantronui ir doksorubicinui [46], [50], [53].

ABCC poriisio ABCCI nesiklis, dar zinomas kaip MRP1 (angly k. MRPI — multidrug
resistance-associated protein 1), pirmg karta buvo aptiktas smulkialgstelinio plauciy vézio
lastelese [42], [55]. Padidéjusi MRP1 raiska siejama su neigiama prognoze ankstyvosiose kriities
vézio stadijose. Prostatos vézio Igstelése Sio baltymo raiska susijusi su pazengusia vézio stadija ir
naviko invaziskumu, atsparumu doksorubicinui. Padidéjusi Sio baltymo ekspresija taip pat

pastebéta platinos turintiems vaistams atspariose Iastelése [56], [S7].

1.1.2. Ne genominiai veiksniai

Nors gana didel¢ prieSvézin] atsparumg tirianciy studijy dalis yra skirta biitent genomo
veiksniy tyrimams, mutacijos gali biiti ne vienintelis ir ne pagrindinis veiksnys, lemiantis atspariy
naviko lgsteliy proliferacijg [58], [59]. Pastaruoju metu daug vykdomy tyrimy daug démesio skiria
ne genominiams veiksniams, tokiems kaip vaisto koncentracijos gradientas [40], hipoksijos
regionai [60], naviko kraujagysliy formavimasis anomalijas [61], lasteliy nuolauzy gausa [62],
naviko sukeliama imunosupresija ir kai kurie kiti reiskiniai.

DazZnu atveju keliama prielaida, kad skiriamo vaisto dozés padidinimas lems palankesng
chemoterapijos prognozg. Visgi sgsajos tarp paskirtos vaisto dozés, jo koncentracijos plazmoje ir
gydymo atsako yra blogai iStirtos [8]. Viena i§ nepakankamo gydymo efektyvumo priezasciy gali
biti ta, kad ne visada pavyksta uztikrinti pakankamg chemoterapinio vaisto patekimg j navikinj
audinj, o patogaus klinikinio metodo vertinti jo kinetikos organizmo audiniuose néra sukurta.

Literatiiroje yra duomeny, kad doksorubicino terapinis efektyvumas yra apsprendziamas
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individualiy farmakokinetiniy ir farmakodinaminiy procesy, pasireiskian¢iy konkre¢iam pacientui
[40], [60], [62]. Vaisto terapinis efektas gali priklausyti nuo jo individualaus metabolizmo greicio,
eliminavimo efektyvumo, susijungimo su plazmos baltymais, patekimo ] navika, fiksacijos
lastelése ar 1éto atpalaidavimo i$ aplinkiniy audiniy. Keleto publikacijy duomenimis individuali
doksorubicino kinetika kraujyje gali buti svarbiu veiksniu, apsprendzianc¢iu ne tik terapinj efekta,
bet ir vaisto mielotoksiSkuma, kardiotoksiSkuma, ar saveikg su kitais kartu naudojamais
preparatais [1], [63]-[65]. Taciau daug didesni, palyginus su krauju, doksorubicino kiekiai
fiksuojasi audiniuose, kuriuose sulaikomas itin ilgai. Doksorubicino AUC audiniuose jtaka

terapiniam efektyvumui ar pasaliniam poveikiui nebuvo tyrinéta.

1.2. Vaisto dozés apskai¢iavimo metodikos

1.2.1. Kiino pavirSiau plotu (KPP) paremtas metodas

Rysys tarp gyviiny kiino pavirSiaus ploto ir jy fiziologiniy parametry pastebétas dar XIX a.
pabaigoje, kai vokie¢iy mokslininkas Max Rubner parodé, kad turédami santykinai didesnj kiino
pavirSiaus plota maZesnio svorio gyviinai sunaudoja daugiau deguonies ir kalorijy nei tos pacios
risies didesnj svorij, bet santykinai maZesnj kiino pavirSiaus plota, turintys gyviinai [66]. Amerikos
gydytojas, vaiky hematologas ir onkologas Donald Pinkel iskélé prielaida, kad maksimali
toleruojama vaisto doze (angly k. MTD — maximum tolerated drug dose), apskaiCiuota kiino
pavirSiaus plotui, yra pana$i skirtingose gyviiny rasyse ir Zmoniy organizme. Remiantis Sia
prielaida, kiino pavirSiaus ploto skai¢iavimai pradéti taikyti Zzmonéms [66], [67]. KPP skai¢iavimu
paremtas vaisto dozavimas (mg/m?) onkologijoje pirma karta buvo panaudotas apskai¢iuoti saugia
chemoterapinio vaisto dozg¢ I fazés klinikiniuose tyrimuose. KPP nustatymui buvo naudojami keli
skai¢iavimo biidai, taciau vyraujanciu laikoma 1916 m. Du Bois broliy pasitlyta (1) formulé [66]-

[68].

KPP = 0,007184 * svoris®*?> x igis%72° (1)

Nepaisant Du Bois formulés naudojimo patogumo, Sio metodo skaic¢iavimo tikslumas kelia
daug klausimy. Visy pirma, metodika buvo patikrinta su grupe, sudaryta tik 1§ devyniy Zzmoniy,
tarp kuriy buvo tik vienas vaikas ir né vieno paauglio. Be to, buvo pastebéta, kad Du Bois ir Du
Bois pasitlytas skai¢iavimo metodas ne vienodai tiksliai veikia skirtingo kiino sudéjimo Zmonéms
[67], [69]. Belgy mokslininkas Johan Verbaecken su kolegomis lygino 1868 normalaus kiino
sudéjimo (KMI 20-24,9 kg/m?), turinéiy vir§svorj (KMI 25-29,9 kg/m?) ir nutukusiy

(KMI > 30 kg/m?) pacienty KPP reikimes, apskai¢iuotas naudojant skirtingus skai¢iavimo
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metodus. Jie parodé, kad Du Bois ir Du Bois skai¢iavimo metodas vaisto doz¢ pagal KPP
nutukusiems zmonéms néra tinkamas, nes gaunamos iki 8 % mazesnés reikSmeés. Panasi situacija
yra parodyta naujagimiy atveju, kai nustatomas iki 5 % mazesnis vaisto kiekis [70]. Be to, pirminé
vaisto dozés nustatymo pagal KPP paremta metodika paskirtis buvo tik nustatyti pradinj saugy
vaisto kiekj. Visgi vaisto terapinis efektas gali priklausyti nuo jo individualaus metabolizmo
greicio, eliminavimo efektyvumo, susijungimo su plazmos baltymais, vaisto patekimo j navikg ir
fiksacijos lgstelése ar léto atpalaidavimo i$ aplinkiniy audiniy. Taciau tik KPP paremtas dozés
apskaiciavimas to nejvertina individualaus vaisto paSalinimo i§ organizmo grei¢io, bendros
paciento buklés [10], [12], [69]. Ta patvirtina Felici su kolegomis, kurie parodé, kad klirensas
(pasalinimas) tarp daZniausiai vartojamy citotoksiniy vaisty kinta nuo 25 % iki 70 % [71].
Vertinant iimine limfoleukemija ir ne Hodzkino limfoma serganciy pacienty didziausig plazmos
vaisto koncentracijg Cmax nustatyti svyravimai nuo 3,5 iki 198 % [11], [72].

Gurney savo apzvalgoje pasisako uz KPP naudojimo chemoterapijoje atsisakyma ir uz
fiksuotos pradinés kiekvienam vaistui dozés jvedima. Si fiksuota dozé biity koreguojama
nustatomas atsizvelgiant ] vaisto klirensa, kepeny fermenty ar bilirubino koncentracijos
padidéjimus ir kitus parametrus. Véliau vaisto kiekis buty koreguojamas pagal sukeliamg
toksiSkumg [69]. Daznu atveju paskirtos vaisto dozés mazinamos dél pasireiSkusios sunkios
mielosupresijos, esant reikSmingiems inksty ar kepeny funkcijos sutrikimams ir kitais atvejais.
Taciau dozés koregavimo tokiose situacijose gairés daznai yra netikslios ir empirinés [73]-[76].

Idomu tai, kad Gurney, kitaip nei dauguma kity autoriy, didesne problema jvardija ne
chemoterapiniy vaisty sukeliamg toksiSkuma, o daznai paskiriamg per maza chemoterapinio
vaisto kiekj, lemiant] neefektyvy prieSvézinj gydyma, naviko atkrytj ir blogesne prognoze. Savo
prielaidas jis vaizduoja naudodamas hipotetinio vaisto I fazeés klinikinio tyrimo schema (3 pav.).
Pacientams skiriant tris skirtingas to paties vaisto dozes, bus gautas skirtingas sisteminis poveikis.
DidZiausia paskirta dozé (3 pav. schemoje paZyméta 3) daliai pacienty sukels toksiSkuma, dél to
tolesniems tyrimams bus rekomenduojama vidutiné vaisto dozé (3 pav. paZyméta 2), nes tai —
maksimali doz¢, nesukelianti toksiSkumo. Deja, dél individualiy savybiy didelei daliai pacienty $i
doze bus per maza ir gydymas daugeliu atveju gali biiti neveiksmingas [77].

Siuo metu onkologijoje taikomas vaisto dozés apskai¢iavimo metodas pagal kiino pavirsiaus
plota yra netikslus, nes neatsizvelgia j individualias farmakokinetines/farmakodinamines savybes,
del to galutiné vaisto koncentracija kraujo plazmoje skirtingiems pacientams gali skirtis nuo 10
iki 100 karty. Vaisto dozés apskai¢iavimo pagal kiino pavirSiaus plotag (KPP) metodas nejvertina
citotoksinio individualiy vaisto paSalinimo 1§ organizmo savybiy. Dél to mazdaug 30 % ar net
daugiau ligoniy gali negauti pakankamos dozés prieSvéziniam efektui pasiekti, jeigu ta dozé

skaiiuojama pagal standartinius KPP apskai¢iavimo metodus [17]. Tyrimo metu apie 20 %
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motery, serganciy kriities véziu, i§gyveno trumpiau dél paskirtos per mazos dozés adjuvantinio
gydymo metu. Panasiis désningumai nustatyti gydant kiauSidziy, skrandzio, storosios zZarnos,
s¢klidziy veézj, limfomg ir kitus navikus.

Vaisto dozei esant per didelei pasireiskes Salutinis poveikis yra nesunkiai nustatomas dél
sukeltos mielosupresijos. Tokiu atveju atsiradus ryskesnei neutropenijai ar trombocitopenijai
tolimesniame gydymo plane doz¢ turéty biiti mazinama. PrieSingu atveju, kai mielotoksiSkumas
nepasireiskia, sunku jvertinti chemoterapijos poveiki, dél to per mazas vaisto dozés parinkimas
gali likti nepastebétas ir nekeitiamas keleta ménesiy. Si situacija, kartais vadinama ,,nety¢iniu
nepakankamu dozavimu® (angly k. ‘umintentional underdosing’) [77], [78], gali lemti
nepakankama terapijos efektyvuma — naviko atkrytj, atsparuma paskirtam gydymui [77], [79]

Dél to tikétina, kad standartiniais metodais apskaiciuota citostatiko dozé galéty biiti
naudojama tik gydymo pradzioje, o véliau turéty buti pakoreguojama pagal hematologinius

rodiklius, siekiant sukelti mazo laipsnio mielosupresija.

1.2.2. Terapinis vaisty monitoringas

Terapinis vaisto steb¢jimas (angly k. TDM — therapeutic drug monitoring) yra vaisto kiekio
kraujyje ar plazmoje matavimo ir steb¢jimo metodas, skirtas individualizuoti vaisto dozavimg ir
(arba) paskyrimo daznumg ir tokiu biidu pagerinti vaisto veiksminguma ir sumazinti galimg jo
Salutinj poveikj. Nuo pritaikymo klinikinéje praktikoje pradzios 1960 m. TDM suvaidino svarby
vaidmen;] tobulinant dozavimus keliy vaisty klaséms, jskaitant imunosupresantus, antibiotikus,
vaistus, skirtus gydyti epilepsija ir ZIV [10], todél sunku paaiskinti, kodél jis néra praktiskai
naudojamas citotoksiniy vaisty onkologijoje monitoringui (stebéjimui) [9]. Juo labiau, kad
citotoksiniai vaistai atitinka TDM taikymui biitinus reikalavimus, tokius kaip siauras terapinis
indeksas (angly k. narrow therapeutic index) ir didelis individualus farmakokinetinis kintamumas.

Galbit platesnj TDM taikyma riboja didelis naviky heterogeniSkumas, skirtinga perfuzija
naviko viduje, o tai gali turéti jtakos vaisto patekimui. Be to, daznas ne atskiry vaisty, bet jy deriniy
vartojimas apsunkina sgsajy tarp konkretaus citostatiko koncentracijos ir jo sukeliamo poveikio
nustatyma. Kiekvienu atveju taip pat reikéty nustatyti kiekvieno vaisto skilimo produktus ir jy

jtaka gydymui.
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Ineffective
anticancer effect

» Excess

toxicity

Dose level
1

3 pav. Hipotetiné I fazés klinikiniame tyrime naudojamo vaisto su linijine farmakokinetika
schema. Horizontalios linijos reprezentuoja skirtingq sisteminj vaisto poveikj tarp pacienty.
Vertikalios linijos atspindi skirtingq pacientg tyrime (Gurney, 2002)

Fig. 3. Hypothetical phase I study of a drug with linear pharmacokinetics. Horizontal bars
represent interpatient variation in systemic exposure. Each vertical tick mark represents an
individual patient (Gurney, 2002)

Nepaisant to, vaisto koncentracijos ir jo sukeliamo poveikio sgsaja, kuri yra viena i§
pagrindiniy TDM salygu, yra gerai apibréZta keliems vaistams: 5-fluorouracilui, merkaptopurinui
(MP) ir metotreksatui (MTX). Pavyzdziui, merkaptopurino ir metotreksato, kurie
metabolizuojami ] aktyvius vidulgstelinius metabolitus, sisteminiam poveikiui vertinti buvo
naudojama jy aktyviyjy metabolity koncentracija eritrocituose [80]. Metotreksatas (MTX),
struktiirinis folio rugSties analogas, placiai taikomas gydant jvairius véZinius susirgimus ir
autoimunines ligas. Nepaisant parodyty teigiamy rezultaty, pagrindinis vaisto trikumas — didelis
sisteminio poveikio kintamumas tarp skirtingy pacienty. MTX sukelti nepageidaujami reiskiniai
ir toksiSkumas kelia susirtipinimg ir net gali biiti dozés mazZinimo ar gydymo nutraukimo
priezastis. D¢l to Sio vaisto koncentracija plazmoje yra reguliariai stebima naudojant TDM [81].
Metotreksato farmakokinetikos vertinimui sékmingai buvo taikomas Bajeso metodas (angly k.
Bayes approach), kuris paremtas ne tik informacija, gauta i§ individo vaisto koncentracijos, bet ir
ankscCiau gautais populiacijos farmakokinetikos duomenimis [76]. MTX dozé buvo stebima ir
koreguojama realiuoju laiku 24 valandy arba 8 valandy infuzijos metu [80], [81].

Dar viena kliiitis s¢kmingam TDM taikymui tradicinéms chemoterapijos priemonéms yra

gana trumpa vaisty pasalinimo puséjimo trukmé ir intervalinis vaisto patekimas j vena. Didelio
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kraujo éminiy kiekio biitinybé vienam pacientui taip pat sukelia nepatogumy [10]. Nors vis dar
egzistuoja daugybé prieSvéziniy vaisty vartojimo TDM apribojimy, naujos Siuolaikinés
chemoterapijos vartojimo schemos, tokios kaip nuolatiné intraveniné infuzija, leidzia pasiekti
pastovig vaisto koncentracija plazmoje (Css). Tokiu budu palengvinamas ploto po vaisto
koncentracijos kreive AUC (angly k. — area under the curve) apskai¢iavimas ir dél to galima
tiksliau jvertinti vaisto sukeliamg sisteminj poveikj. Pazangiy vaisty skyrimo metody atsiradimas
leidzia tikétis, kad ilgainiui TDM bus taikomas jprastinéje praktikoje. Sig prielaida patvirtina
daugybé tyrimy su 5-fluoruracilu, kurie parodé daug zadantj TDM pranasuma vertinant sisteminj

vaisto poveikj palyginus su tradiciniu kiino pavirSiaus matavimo metodu.

1.2.2.1. 5-Fluoruracilas

Nuo pirmojo iSsamaus klinikinio Curreri ir kolegy jvertinimo 1958 m., 5-fluoruracilas
(5-FU) islieka viena i8 placiausiai naudojamy chemoterapijos priemoniy visame pasaulyje. 5-FU
taikomas jvairiems daugybiniy kiety piktybiniy naviky, tokiy kaip galvos ir kaklo, storosios zarnos
ir kity virskinimo trakto naviky, gydymui [82]-[84]. Per 50 mety vaisto taikymo klinikinéje
praktikoje patirt] atsiradgs gilesnis supratimas apie 5-FU veikimo mechanizmg leido pasiekti
didesnj klinikinj efektyvuma ir sumazinti sukeliamg nepageidaujama Salutinj poveiki [84].
Nepaisant pasiektos pazangos tobulinant vaisto taikyma, 5-FU vis tiek sukelia sunky Salutinj
poveikj, jskaitant neutropenijg, trombocitopenija, anemijg, kar§¢iavimg, nuovargj, viduriavima,
pykinima, vémima, odos bérimus, neuropatijg ir kt. [9], [82], [85], [86]. Jis taip pat yra antras
pagal daznuma vaistas, susij¢s su kardiotoksiSkumu. 5-FU gali iiminius koronarinius sindromus,
iskaitant miokardo infarkta, kriitinés skausma, jvairias aritmijas, Sirdies nepakankamumg ir net
mirt] [87]. Uridino triacetatas yra vienas neseniai patvirtinty junginiy, galinéiy sumazinti §j
kardiotoksinj poveikj ir tuo paciu pagerinti gydomy pacienty biikle [87]. Nepaisant visy terapijos
Situacijg dar labiau sunkina reikSmingi sisteminio vaisto poveikio skirtumai tarp pacienty taikant
standartines 5-fluoruracilo dozes. Siuos skirtumus gali lemti individualiis paciento parametrai,
iskaitant amziy, lytj, ligas, organy bukle, taip pat dihidropirimidino dehidrogenazés (DPD)
aktyvumas. Jrodyta, kad pacienty, trikstant fermento DPD, atsakingo uz 5-FU metabolizma,
organizmas nesugeba S5-fluoruracilo suskaidyti iki 5,6-dihidro-5-fluorouracilo (DHFU), kuris
toliau skaidomas iki a-fluor-B-ureidopropiono riigSties ir o-fluor-B-alanino (FBAL) ir
iSsiskiriamas su Slapimu per 24 valandas [85], [88]. Sunkus toksiSkumas ir didelis vaisto
koncentracijos ir poveikio kintamumas tarp pacienty kelé daug problemy ir parodé tradicinio kiino

pavirSiaus plotu (KPP) paremto dozés skaic¢iavimo metodo netobulumg ir reikéjo pazangesniy ir
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tikslesniy doziy skai¢iavimo metody. Manoma, kad vaisto farmakokinetika paremtas dozavimas
yra vienas tinkamesniy budy chemoterapiniy vaisty dozei nustatyti. Glaudus rySys tarp
5-fluoruracilo koncentracijos kraujo plazmoje ir $io vaisto gydymo efektyvumo virSkinimo trakto
véziu sergantiems pacientams buvo parodytas dar 1970 metais [89], [90]. JAV mokslininkas Brian
Hillcoat su kolegomis Siame tyrime aiskiai parod¢, kad apskaiciuotas 5-fluoruracilo AUC buvo
reikSmingai didesnis tiems pacientams, kuriems buvo nustatytas bent dalinis atsakas j gydyma
(angly k. PR — partial response) arba liga buvo stabili (angly k. SD — stable disease) lyginant su
tais atvejais, kai terapinis poveikis nebuvo stebimas [89], [90]. Panasiis rezultatai buvo stebimi
vertinant 5-FU pasalinimg Sia onkologine liga sergantiems pacientams. Vidutinis 5-FU klirensas
tiems pacientams, kuriems gydymas buvo neefektyvus, buvo reikSmingai didesnis (p < 0,02)
lyginant su tais, kuriems nustatytas bent dalinis atsakas j chemoterapija (1,40 + 0,21 L/min vs
0,73 £ 0,15 L/min) [89], [91]. Visgi nepaisant visy pasiekimy, tuo metu farmakokinetika (PK)
paremto modelio taikymas klinikingje praktikoje buvo labai ribotas. Tik pradéjus chemoterapijoje
taikyti nepertraukiamg 5-FU infuzija, leidZiancig palaikyti pastovig vaisto koncentracijg plazmoje
(Css — steady state concentration), PK modelio taikymas tapo jmanomas [92]. Yra jtikinamy
duomeny, kad PK modelis gali biiti vienas esminiy veiksniy tobulinant gydymo efektyvuma tuo
paciu mazinant jo sukeliama toksiSkuma. Keli tyrimai parod¢, kad 5-FU dozés koregavimas pagal
1§ anksto nustatyta AUC (plotas po vaisto koncentracijos kreive) leido pasiekti geresnj prieSvézinj
atsakg ir mazesnj toksiSkuma, palyginus su standartiniu dozavimu, pagrijstu KPP skai¢iavimu.
Savo tyrime Morawska ir kolegos apskaic¢iavo AUC 155 pacientams, kuriems buvo paskirta kiino
pavirSiaus plotu paremta 5-FU dozé [86]. Remiantis gautais rezultatais, pasiekti planuoto 18—
28 mg - h/L AUC intervalo po 1 gydymo ciklo nepavyko daugiau nei pusei (50,7 %) visy pacienty.
Pakoregavus 5-FU doze pagal AUC, sumaz¢jo per mazg vaisto doze gavusiy pacienty skaicius,
taip pat sumazéjo sunkaus toksiSkumo atvejy [86]. Idomu, kad KPP paremtas dozavimas taip pat
buvo labiau susijes su daznesniais ir sunkesniais toksiSkumo atvejais motery, bet ne vyry, tarpe.
Pakoregavus vaisto doz¢ pagal AUC, Salutinio poveikio skirtumy tarp ly¢iy nebuvo nustatyta [86].
Nepaisant daugelio autoriy aprasyty terapinio vaisty stebéjimo privalumy, §io metodo taikymas
taip pat susiduria su tam tikrais i$Sukiais. Pavyzdziui, kambario temperatiiroje 5-FU kraujo ir
plazmos méginiuose yra labai nestabilus dél juose esanio fermento dihidropirimidino
dehidrogenazés (DPD), vercian¢io 5-fluoruracila i dihidro-5-fluoruracila, aktyvumo. 5-FU
nestabilumas gali lemti klaidingg Sio vaisto koncentracijos jvertinimg kraujo méginiuose ir i$ to
sekant] vaisto perdozavima pacientams ateityje [89].

Kadangi KPP modelis remiasi ne individualiomis pacienty PK/PD savybémis, o tik Zmogaus

kiino pavirSiaus plotu, tai yra nelabai tinkamas metodas klinikingje praktikoje.
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1.3. Platinos turintys junginiai

Platinos pagrindu pagaminti vaistai placiai naudojami daugelio onkologiniy ligy, tokiy kaip
plauciy, krities, kiauSidziy ir storosios zarnos vézys, gydymui. Tradiciniai platinos vaistai,
iskaitant visame pasaulyje patvirtintg cisplating, karboplating ir oksaliplating (zr. priedas G), yra
neutraliis platinos (IT) kompleksai su dviem amino ir dviem papildomais ligandais [93]-[95]. Siy
junginiy veikimas paremtas jy kovalentiniu prisijungimu prie DNR purino baziy. Susidarg platinos
ir DNR aduktai gali trukdyti lasteliy dalijimuisi ir sukelti Igsteliy apoptoze¢. Nepaisant klinikinio
pasisekimo, $iy junginiy taikymas ribotas dél sukeliamo sunkaus Salutinio poveikio ir biidingo ar
igyto atsparumo gydymui [16], [19], [93], [95], [96].

Vienas Zinomiausiy ir pladiausiai taikomy platinos vaisty yra cisplatina, arba
cisdiamindichlorplatina (II), yra gerai zinomas chemoterapinis vaistas, placiai naudojamas
daugelio kietyjy piktybiniy naviky, tokiy kaip séklidziy, Slapimo puslés vézys, pazengusios
stadijos kiauSidziy, galvos ir kaklo bei plauciy navikai (iSskyrus smulkialgstelinj plauciy vézj),
gydymui [95]. Cisplatina buvo susintetinta dar 1845 metais, bet Sio junginio geb¢jimas stabdyti
lasteliy dalijimasi buvo nustatytas tik 1965 [95], [97].

Dél atsparumo vaistams ir daugelio nepageidaujamy Salutiniy poveikiy, tokiy kaip sunkios
inksty problemos, alerginés reakcijos, imuniteto infekcijoms sumaZzéjimas, virSkinimo trakto
sutrikimai, kraujavimas ir klausos praradimas, ypac jaunesniems pacientams [16], [19], [97], buvo
pradeéti naudoti ir kiti platinos junginiai, tokie kaip oksaliplatna, karboplatina ir kt.

PavyzdZiui, karboplatinos taikymas kitiems citotoksiniams vaistams atsparaus mestazavusio
kruties véZzio (angly k. MBC — metastatic breast cancer) gydymui buvo susijes su 20-35 %
objektyvaus atsako dazniu ORR (angly k. ORR — objective response rate) [98], [99]. Siekiant
sumazinti terapijos toksiSkuma taip pat buvo bandoma platinos junginius derinti terapijg su kitais
prieSvéziniais vaistais. Parodyta, kad pacienty, sergan¢iy HER2 teigiamu metastazavusiu kriities
véziu, karboplatinos ir trastuzumabo/paklitakselio derinys buvo veiksmingesnis [99], [100].
Krities véZio su metastazémis smegenyse atveju kombinuota karboplatinos ir taksany
(docetakselio/paklitakselio) terapija buvo efektyvesné nei $iy vaisty vartojimas individualiai [99],
[101]. Pavyzdziui, karboplatinos ir paklitakselio derinys yra pirmos eilés vaistai, taitkomi motery,
serganCiy iSplitusiu epiteliniu kiausidziy véziu, gydymui. Taciau daznu atveju terapinis atsakas
labai varijuoja, kiausidziy navikas jgyja atsparuma chemoterapijai ir gydymas tampa neefektyvus
[50], [102] ir skiriamas gydymas kitais preparatais.

Idomu, kad platinos junginiai pasizymi labai greitu jsisavinimu audiniuose (inkstai,
kepenys, seéklidés ir kt.) bei geba iSsilaikyti Zzmogaus organizme deSimtmecius po paskirto gydymo

[15], [19], [103], [104], o didesniy cisplatinos doziy paskyrimas teigiamai koreliavo su didesniais
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platinos kiekiais serume iki 28 mety po paskirto gydymo [15]. Idomu, kad didesnis platinos
audiniy kiekis rastas navikuose, kuriuose vario nesSiklio CTR1 (angly k. — Copper transporter 1)
raiska padidéjusi. Sis baltymas yra atsakingas uZ cisplatinos pasisavinima, dél to lastelése su
padidéjusia CTR1 raiska cisplatinos susikaupimas ir jautrumas vaistui yra didesnis [102], [105].
CTRI1 baltymas méginiuose pries ir po chemoterapijos teigiamai koreliavo su klinikiniu atsaku
kiausidziy, Slapimo puslés, plauciy véziu sergantiems pacientams [105], [106]. CTR1 baltymo
raiSkos vertinimas prie§ gydyma galéty biiti puiki priemoné prognozuoti skiriamo gydymo
platinos junginiais efektyvuma ir tokiu budu atskirti jautrius platinos junginiams pacientus,
kuriems atsako ] gydyma yra didziausia nuo pacienty, kuriems gydymas greiCiausiai bus

neefektyvus ir d¢l to nerekomenduotinas [105].

1.4. Mielosupresija

Priesvézinio gydymo metu pasireiSkiantis mielotoksiSkumas arba mielosupresija gali biiti
viena pagrindiniy nuovargio, kraujavimo, sepsio ar netgi mirtingumo priezasciy [107]-[109].
Jautriausias citotoksiniy vaisty sukeliamo mielotoksinio poveikio rodiklis — reikSmingas
neutrofily kiekio sumazéjimas, kitaip dar vadinamas chemoterapijos indukuota neutropenija CIN
(angly k. chemotherapy induced neutropenia). CIN budingas reikSmingas neutrofily kiekio
sumaz¢jimas iki < 1500 last./ul, daznai pasireiskiantis pirmo chemoterapijos ciklo metu, mazdaug
4-14 dienomis po chemoterapinio vaisto dozés suleidimo [78], [110]. Neutrofily kiekio
sumazéjimas iki > 1000 last./ul laikomas vidutine (1-2 laipsnio) mielosupresija, kai tuo tarpu
<1000 last./ul 1asteliy budingas pazengusia (3—4 laipsnio) mielosupresijai [111]. Ypac pavojinga
uzdegiming, arba kitaip, febriliné neutropenija (angly k. febrile neutropenia), kuri pasireiskia
kar$¢iavimu iki 38 °C, Saltkréciu ir nustatytu neutrofily sumazéjimu iki 500 last./ul arba esant
tokio sumazg¢jimo tikimybei per artimiausias 24—48 val. [107], [112]. Neutropenija yra siejama su
geresne plauciy, skrandZio, metastazavusio storosios Zarnos, kriities vézio prognoze [78], [110],
[111], [113], [114]. D¢l trumpo gyvenimo ciklo neutrofilai yra labai jautriis chemoterapijos
poveikiui. Mazas neutrofily skaicius lemia didesne infekcijy rizika. Vis délto neutropenija lengvai
nustatoma bendru kraujo tyrimu pagal sumazejusi leukocity kieki — leukopenijg ir, jei reikia,
visada imamasi atsargumo priemoniy, tokiy kaip vaisto dozés sumazinimas, intervaly tarp
injekcijy didinimas, daznesnis bendro kraujo tyrimas CBC (angly k. Complete blood count),
granulopoez¢ stimuliuojanciy glikoproteiny, tokiy kaip granulocity kolonijas stimuliuojantis
veiksnys G-CSF (angly k. Granulocyte colony-stimulating factor) ar granulocity-makrofagy
kolonijas stimuliuojantis veiksnys GM-CSF (angly k. Granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor), skyrimas [78], [115], [116]. Tiesa, parodyta, kad minéti veiksniai,
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produkuojami ir naviko lgsteliy, ne tik stimuliuoja neutrofily gamyba, brendima, funkcijg ir
iSgyvenima, bet ir yra susij¢ su paraneoplastinio sindromo (PS) atsiradimu, susijusiu su jvairiais
organy pazeidimais véziu sergantiems pacientams ir pasireiSkianiu nervy—raumeny ir
reumatologinémis ligomis, Sirdies, endokrininiais, inksty, virSkinimo trakto sutrikimais ir
hematologiniy rodikliy poky¢iais (eozinofilija, gryna raudonyjy lasteliy aplazija, trombocitozé ir
granulocitozé) [117]-[121]. Be to, Sie veiksniai skatina véziniy lasteliy proliferacijg ir migracija
in vitro bei kai kuriy naviky (sarkoma, smulkialgstelinio ir nesmulkialgstelinio plauciy vézio,
glioblastomos, melanomos, §lapimo puslés karcinomos, kasos adenokarcinoma, galvos ir kaklo
navikai ir kt.) progresavimg in vivo [116], [119], [122] ir yra susij¢ su blogesne véziu serganciy
pacienty gydymo prognoze [123], ypac pacienty, kuriems nustatyta padidéjusi G-/GM-GSF
receptoriy (G/GM-GSFR) raiska [116]. Kadangi G-/GM-CSF taikymas chemoterapijos sukeltos
neutropenijos gydymui tam tikrais atvejais gali sukelti naviko atkrytj, svarbu i§ anksto
identifikuoti pacientus, kuriems §i rizika yra padidéjusi.

Tais atvejais, kai chemoterapijos metu, hematologinis toksiSkumas nenustatomas, jokie
veiksmai neatlickami, todél padidéja pavojus perdozavimui. Nors manoma, kad didesnés
chemoterapinio vaisto dozés sukelia daling ar visiSskg remisijg ir pagerina iSgyvenamuma, didesnés
citotoksiniy junginiy dozés ne visada pagerina gydymo prognoze. Nesmulkialgsteliniu plauciy
véziu serganCiy pacienty, patyrusiy neutropenijg, gydymas fluoropirimidinu S-1 buvo
efektyvesnis palyginus su pacientais, kuriems nebuvo nustatytas neutrofily mazéjimas. Visgi
paZzengusi (3—4 laipsnio) neutropenija su < 500 lgst./ul neutrofily skai¢iumi nebuvo siejama su
geresniais gydymo rezultatais, palyginus su vidutine (1-2 laipsnio) neutropenija [111], [124].
Panasus rezultatai gauti storosios Zarnos vézio atveju [125]. Vien neutropenija nelemia véZio
gydymo rezultaty, taciau parodo, kad buvo paskirta tinkama chemoterapiniy vaisty dozé [124].
Taigi neutropenija gali buti interpretuojama kaip chemoterapijos steb¢jimo Zymuo, siekiant

jvertinti dozés pakankamuma.

1.5.Vietinio (lokalaus) vaisty pristatymo strategijos

Doksorubicinas (Dox) yra vienas antracikliny grupés (priedas A) prie§véziniy vaisty, pirma
kartg iSskirtas 1§ Streptomyces peucetius dar 1960-yjy pradzioje [126]. Nors nuo doksorubicino
atradimo pra¢jo daugiau nei pus¢ Simtmecio, Sis vaistas iki Siol placiai taikomas daugelio
onkologiniy ligy (kriities, kiauSidziy, prostatos, smegeny, kasos, plauciy vézys, Uminé
limfoblastiné ir iminés mieloblastin¢ leukemija, Hodzkino limfoma) gydymui [1], [126]. Nors
vaistas pasizymi puikiu citostatiniu efektyvumu tiek hematologiniy, tiek solidiniy naviky atveju,

jo sukeliamas sunkus Salutinis poveikis (kepeny, seklidziy pazeidimai, negrjZtama
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kardiomiopatija ir Sirdies nepakankamumas) riboja taikymo galimybes onkologinéje terapijoje
[2], [127].

Nors mirtingumas nuo piktybiniy ligy dél tobulesnés ankstyvos vézio diagnostikos ir
pazangesniy technologijy nuolat mazéjo pastaruosius kelis desSimtmecius, vis dar yra problemy su
ligos gydymo efektyvumu, recidyvy dazniu, bendra ligos prognoze. Kiekvienoje vézio stadijoje,
ypaC nepazengusioje, yra potencialiy intervencijos tasky, kur lokali (vietiné) terapija galéty
papildyti arba pakeisti esamg gydyma.

Intraveninés sisteminés chemoterapijos metu néra labai sunku pasiekti pakankamg vaisto
kiekj navike ar jo aplinkoje. Be to, vaistas daznai kaupiasi sveikuose audiniuose ir lemia sunkaus
Salutinio poveikio pasireiskima, dél ko tenka riboti skiriamo vaisto dozg.

Siuo atveju pilnas vietinis naviko pasalinimas atrodo tinkama priemoné. Deja, daZnai net
atlikus pilng naviko rezekcija operacijos vietoje lieka mikroskopiné naviko dalis [128], dél to
agresyvesniy véziy atveju, skiriamas gydymas radiacija ir (arba) chemoterapija bandant uzkirsti
kelig pasikartojan¢iam naviko augimui.

Tokiu atveju lokalios terapijos priemonés galéty buti tikslinga priemoné efektyvesniam
priesvéziniam gydymui. Daleliy, uzpildyty citostatiko, panaudojimas prieSvézingje terapijoje
leido pasiekti didel¢ vaisto koncentracija vietiniuose limfmazgiuose ir lémé limfiniy metastaziy
sumazejimg 80 % palyginus su kontrole [128]. Vietinés terapijos taikymas onkologiniy ligy
gydymui galéty biiti veiksminga priemon¢ tobulinant priesvézinj gydyma.

Lokali terapija siekiant susilpninti doksorubicino toksiSkuma ir pagerinti terapinj poreikj
galéty biti tikslinga priemoné. Tikslesniam vaisto pateikimui j navika buvo naudojamos
nanodalelés, liposomos, polimerinés micelés ir polimery konjugatai ir kitos priemonés [129]—
[133]. Kai kurios jy buvo siejamos su geresniu terapiniu aktyvumu.

Pavyzdziui, paklitakseliu pakrauty liposomy panaudojimas kriities véZio atveju
prieSvézingje terapijoje leido pasiekti didele vaisto koncentracija vietiniuose limfmazgiuose ir
léme limfiniy metastaziy sumazéjima 80 % palyginus su kontrole [134].

Nanodaleliy efektyvumas pasiekiamas dél jy gebé¢jimo ilgg laikg cirkuliuoti kraujyje ir
sulaikymo naviko mikroaplinkoje. Navikiniuose audiniuose néra kraujagysliy palaikanciy
audiniy, kraujagyslése susidaro poros (nuo 100 nm iki 2 pm skersmens), o dél prastos limfinés
sistemos j navikinj audinj pateke junginiai yra sulaikomi. Sis reiskinys yra Zinomas kaip
sustiprintas pralaidumas ir sulaikymas EPR (angly k. EPR — Enhanced permeability and retention)
[135]-[138].

Labai svarbu, kad nanodalelés biity apsaugotos nuo retikuloendotelinés sistemos (RES) ir

nebiity sunaikintos. Vienas i§ metody to iSvengti yra jy padengimas polietilenglikoliu (PEG), arba

28



pegilinimas [136], [139], [140]. Buvo parodyta, kad zelatinos nanodaleles padengus
polietilenglikoliu jy eliminacijos puséjimo laikas (ti2) pailgéjo nuo 3 iki 15 valandy [141].

Vienas gerai zinomy, klinikiniam naudojimui patvirtinty pegilinty liposomy pavyzdziy yra
Doxil® (arba Caelyx®) — PEGilinta liposoma padengtas chemoterapinis vaistas doksorubicino
hidrochloridas. Caelyx® pasizyméjo ilgesne cirkuliacijos kraujotakoje trukme, palyginus su
laisvu doksorubicinu, ir iki 60 karty didesniu plazmos AUC, palyginus su laisvu vaistu [136],
[142]-[144], buvo patvirtintas iSplitusio kiausidziy vézio, metastazavusio kriities vézio ir su AIDS
susijusios Kaposi sarkomos gydymui [145].

Vis délto, pegilinty liposomy patekimas j naviko Igsteles buvo maziau efektyvus nei
polietilenglikoliu nepadengty liposomy. Jtakos galéjo turéti hidrofilinis padengimas, kuris
pagerina lipidinio apvalkalo stabilumg ir sumazina pasisavinima lgstelése [146]-[148].

Nors liposominiy citotoksiniy vaisty mechanizmas néra pilnai iSaiskintas, remiantis kai
kuriy tyrimy duomenimis [149], [150], manoma, kad laisvo doksorubicino prieSvézinis aktyvumas
pasireiSkia vaistui iStekéjus i§ suskaidyty liposomy ] tarplasteling erdve ir tolesniu jsisavinimu
lastelése. Tuo tarpu olandy mokslininkas Seynhaeve su kolegomis pasiiilé, kad chemoterapinio
vaisto doksorubicino vidulgstelinis susikaupimas nulemtas liposomy patekimo | Iasteles
endocitozés biidu [151]. Maziau tikétinas, bet neatmetamas makrofagy vaidmuo pateikiant vaista
po liposomy fagocitozés [130].

Kai kuriy tyrimy duomenimis, didesnis liposominio doksorubicino pasisavinimas kai
kuriuose navikuose nebuvo susijes su geresniu terapiniu efektyvumu [152]-[154], galimai dél to,
kad vaistas liposomose nebiitinai yra biologiskai prieinamas ar pakankamai efektyvus dél jo

létesnio iSskyrimo 1S pisleliy [155].

1.6. Peliy limfomos modeliai

Vienas 1§ pagrindiniy zingsniy optimizuojant nanoneSikliais pagristas vaisty pristatymo
sistemas yra Siomis sistemomis pristatyty terapiniy junginiy farmakokinetikos vertinimas in vivo
naudojant gyviiny modelius [129], [156]. Farmakokinetikos tyrimams placiausiai naudojamos
ziurkés ir pelés tiek dél ekonominiy priezasciy, tiek dél kraujo méginiy émimo ir vaisto dozavimo
patogumo [129], [157].

Pelés (Mus musculus) genetiniuose tyrimuose naudojamos nuo 1930 mety [158]. Kaip
modelinis organizmas, jos placiai naudojamos limfomos tyrimuose ligos progresavimui, vaisty
efektyvumui vertinti [159]. Peliy vézio modeliy taikymas yra labai paplites onkogenezés,

metastaziy susidarymo, terapinio veiksmingumo, naviko mikroaplinkos, imuninés sistemos

29



tyrimuose. Tai viena pazangiausiy ikiklinikiniy technologijy vaisto kairimui [160], [161].
Singeniniai peliy modeliai — vienas seniausiy ikiklinikiniy modeliy limfomos tyrimuose [162]
leidzia vertinti limfoma esant nepazeistai imuninei sistemai. Singeniniy limfomy modeliams
dazniausiai naudojamos S49, A20, BL3750, H11, EL4, lasteliy linijos [161], [162].

Piktybiniai ascitai — daznai stebima komplikacija terminalinio kiau$idziy vézio atveju,
reikSmingai prisideda prie blogos gyvenimo kokybés ir mirtingumo. Perteklinis skysciy
kaupimasis pilvaplévés ertméje nulemiamas sutrikusio skys¢io nutekéjimo ir padidéjusio
intraperitoninio kraujagysliy pralaidumo. Kraujagysliy endotelio veiksnys VEGF (angly k.
vascular endothelial growth factor), dar zinomas kaip kraujagysliy permeabilizacijos veiksnys
(angly k. vascular permeability factor), atlicka svarby vaidmen;j pilvaplévés ertmés skyscio
kaupimui, angiogenezei, ascitinio naviko augimui [163]-[165]. Parodyta, kad anti-VEGF terapija
lémé ascity formavimosi ir kraujagysliy pralaidumo sumazéjimag [165].

Peliy ascitiniy naviky modeliai — patogus biidas vaisty farmako-kinetinéms/dinaminéms
savybéms lgstelése vertinti [159], tinkama priemoné detalesniam chemoterapiniy junginiy, pvz.

doksorubicino, susikaupimo, eliminacijos ir sgsajy su gydymo efektyvumu tyrimams.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Prietaisai

2.1 lentelé. Naudoti prietaisai
Table 2.1. Used devices

Prietaisas

Gamintojas

Analitinés svarstyklés A&D Weighing GR-202 Semi Micro
Balance

A&D Company, Limited, Japonija

Laminarinio oro srauto boksas NU-440
CO; inkubatorius Autoflow NU-5510

Nuaire, Plymouth, JAV

Ultragarsinis homogenizatorius Branson 450 Digital Sonifier

Marshal Scientific, JAV

Automatinis lasteliy skai¢iuotuvas Digital Bio ADAM

NanoEnTek Inc., Seulas, P. Koréja

Flexar LC HPLC sistema:

Flexar Binary LC Pump

Flexar LC Autosampler

Flexar 3 kanaly vakuuminis nudujintojas

Flexar Fluorescencijos daviklis (Ksenono lempa)
Brownlee Bio C18 kolonélé (4,6x150mm, 5 um daleliy dydis)

Perkin Elmer, Shelton, JAV

Tékmeés citometras BD LSR 11

Becton Dickinson, JAV

Hematologinis analizatorius ABX Micros 60

Horiba, Japonija

Inversinis mikroskopas Nikon Eclipse Te2000-U

Olympus Corporation, Japonija

Saldomoji centrifuga ALC PK 120R

DJB Labcare, Jungtiné Karalysté

Spektrofotometras ELX800

Biotek Instruments, JAV

Spektrofotometras Varian Cary Win UV

Varian Inc., Australija

Spektrofluorimetras FL.S920

Edinburgh Instruments, Livingstonas,
Jungtiné Karalysté

Konfokalinis mikroskopas Eclipse TE2000-S C1 plus
Objektyvas 60x1.4 NA

Nikon, Japonija

515/30 filtras

Semrock Inc., JAV

Purtyklé Vortex V-1 plus

Biosan Laboratories, Inc., JAV

Zetasizer Nano ZS

Malvern Panaytical, D. Britanija

Tecnai G2 F20 X-TWIN transmisijos elektroninis mikroskopas

FEI, Japonija

2.2.Medziagos

2.2.1. Cheminés medzZiagos

2.2. lentelé. Cheminés medziagos, naudoti tyrimuose
Table 2.2. Chemical materials, used in the experiments

Cheminés medZiagos:

Gamintojas:

7-AAD

Reagentai tékmeés citometrijai:
BD FACSFlow

BD FACSRinse;

BD FACSClean

BD Biosciences, JAV

L-Glutaminas
PS (Penicilino-streptomicino tirpalas)

Biochrom AG, Vokietija

10x Permeabilizacijos buferis
Fiksacijos/permeabilizacijos koncentracijos tirpalas
Tirpiklis fiksacijos/permeabilizacijos koncentruoto tirpalo skiedimui

eBioscience

Etanolis, 96 %

Gintariné vaistiné

Annexin V reagentas
DMEM kultivavimo terpé
FBS — verselio serumas

Thermo Fisher Scientific
JAV)
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Cheminés medZiagos: Gamintojas:
Hematoksilino ir eozino dazas
PBS (fosfato buferinis tirpalas)
RPMI kultivavimo terpé
Tripano mélynojo tirpalas, 0,4 %
0,25 % Tripsino-EDTA tirpalas
Reagentai lasteliy skaiiuotuvui ADAM NanoEnTek, Inc., P. Koréja
Acetonitrilas
ChloroformasDruskos rtigstis
Etilendiamintetraacto rugsties dinatrio druska Sigma Chemical Company
Fosforo rugstis (St. Louis, MO, JAV)
10xPBS
Triton X-100 tirpalas
Metanolis Carl Roth (Karsruhe,
Dimetilsulfoksidas (DMSO), 99,5 % Vokietija)

4 % formaldehidas Kaltek srl. (Italija)

2.2.2. Antikiinai

2.3 lentele. Naudoti antikiinai
Table 2.3. Used antibodies

Pavadinimas Fluoroforas Klonas | Gamintojas Kiekis
anti-CD45 Pacific Blue 30-F11 | Thermo Fisher Scientific | 2,0 pg
anti-CD3 APC-eFluor 17A2 Thermo Fisher Scientific | 0,4 pug
anti-CD4 FITC GK 1.5 | Thermo Fisher Scientific | 0,5 pg
anti-CD§ PerCP-Cy™5.5 | 53-6.7 | Thermo Fisher Scientific | 0,5 ug
anti-CD44 PE M7 Thermo Fisher Scientific | 0,02 pg
Anti-CD16/CD32 | - 2.4G2 | Thermo Fisher Scientific | 0,1 pg

2.3. Metodai
2.3.1. Pelés

8—14 savaiciy amziaus DBA/2 ir C57BL/6 peliy patelés gautos i§ Valstybinio moksliniy
tyrimy instituto (VMTI) Inovatyvios medicinos centro veisyklos (Vilnius, Lietuva). Visos
procediiros su gyviinais buvo atliekamos pagal 2010 m. rugséjo 22 d. Europos parlamento ir
tarybos direktyva 2010/63/ES dél mokslo tikslais naudojamy gyviiny apsaugos (Directive
2010/63/EU, 2010). Visi tyrimy protokolai taip pat buvo patvirtinti institucinio gyviiny priezitiros
komiteto. Pelés buvo auginamos gerai védinamuose plastikiniuose narvuose dienos Sviesos
salygomis su neribota galimybe pasiekti maisto ir vandens. Esant biitinybei, pelés buvo

nuzudomos naudojant cervikaling dislokacija.

2.3.2. Vaistai

Doksorubicino hidrochloridas (2 mg/ml) buvo pirktas i§ Ebewe gamintojo (Unterach,

Austrija). Daunorubicino hidrochloridas (2 mg/ml) buvo pirktas i§ Sigma Chemical Company
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(St. Louis, Misiiris, JAV). Pegilintas liposominis doksorubicino hidrochloridas Caelyx® (2
mg/ml) (Janssen Pharmaceutical NV, Belgija) buvo gautas i§ NVI klinikos, kaip wvaisto,
nepanaudoto pacientams, likuciai. Vaistai buvo laikomi pagal gamintojo rekomendacija arba,
esant biitinybei, pagal eksperimento plang. Reikiamos koncentracijos vaisty tirpalai buvo ruosiami

Sviezi eksperimento dieng.

2.3.3. Lastelés

ELA4 peliy limfomos linijy lgstelés buvo jsigytos i§ ATCC (angly k. American Type Culture
Collection, JAV). Lastelés buvo kultivuojamos pagal ATCC rekomendacijas DMEM terp¢je
(Thermo Fisher Scientific, JAV) papildytoje 10 % FBS (verselio serumu), 2 mM L-glutaminu ir
antibiotikais (100 U/ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino).

SL2 limfomos lasteliy linijja buvo gauta i§ Utrechto universiteto medicinos centro
Olandijoje. Lasteliy kultivavimui buvo naudojama RPMI-1640 (Thermo Fisher Scientific, JAV)
terpé, analogiskai papildyta 10 % verselio serumu, L-glutaminu bei penicilino ir streptomicino
antibiotiky miSiniu. Abiejy linijy Igstelés buvo auginamos steriliuvose 75 cm? plastikiniuose
flakonuose (Thermo Fisher Scientific), inkubuojamos CO; inkubatoriuje su 5% CO;
koncentracija, 37 °C temperatiiroje.

Kai eksperimentai nebuvo vykdomi, SL2 ir EL4 lgstelés buvo Saldomos naudojant specialia
Saldymo terpe, sudarytg i§ 90 % verSelio serumo ir 10 % dimetilsulfoksido (DMSO). Paruosta
lasteliy suspensija buvo perkelta j specialias izopropanolio pripildytas déZutes, leidZiancias
meginius Saldyti létu kontroliuojamu (-1 °C/min) greiciu ir 2448 val. laikoma Saldiklyje,
palaikan¢iame -80 °C temperatirg. Po 24-48 val. lastelés buvo perkeliamos ] skysta azota
ilgalaikiam saugojimui.

AtSildymui lastelés buvo laikomos apie 1 minute kambario temperatiiroje ir sumaiSomos su
auginimo terpe ne mazesniu nei 1:10 santykiu ir uzséjamos i flakonus. Po 24 valandy auginimo
terpe buvo kei€iama SvieZia. Ne anksciau nei po 48 valandy, kai 1gsteliy gyvybingumas buvo ne

maziau 90 %, lastelés buvo naudojamos eksperimentams.

2.3.4. Lasteliy skaiciavimas

2.3.4.1. In vitro kultivuoty lasteliy skai¢iavimas ir gyvybingumo vertinimas

Pries naudojant lgsteles eksperimentams, jos buvo skai¢iuojamos ,,ADAM* automatiniu
skai¢iuotuvu ir/ar Goriajevo kamera. Lasteliy skai¢iavimui jos buvo skiedziamos Zinomo tiirio

kultivavimo terpéje, po 20 ul lasteliy tirpalo perkeliama j du Eppendorf™ tipo mégintuvelius,
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kuriuose lgstelés dazomos visas lgsteles arba tik negyvas lgsteles dazanciu rinkinio dazu 1:1
santykiu. Po 12 pl paruosty tiriamyjy méginiy uzlasinama j griovelius ant specialios plokstelés.
Plokstele idéjus | automatinj lasteliy skaiciuoklj ,,ADAM?®, prietaisas suskai¢iuoja bendrg lasteliy
kiekj, negyvas lasteles ir jvertina lasteliy gyvybinguma (%). Matavimy rezultatai yra pateikiami
»ADAM* prietaiso ekrane.

Norint iSvengti nuolauzy skaic¢iavimo, lgstelés buvo perskai¢iuojamos Goriajevo kamera
papildomai vizualiai jvertinus jy biikle. Bendras lasteliy skai¢ius buvo perskai¢iuojamas pagal
formule: X = (a x 250 x K) / n, kur X — lasteliy sk. 1 pl; a — apskaiciuotas Iasteliy skaicius

kvadratéliuose; n — vertinty kvadratéliy skaicius, K — skiedimo koeficientas.

2.3.4.2. I8 pilvaplévés ertmés iSskirty Iasteliy diferencinis skai¢iavimas

IS pelés pilvapléves ertmés gautos ascitinio skyscio lastelés yra 2 kartus praplaunamos su
2 ml PBS centrifuguojant po 5 min 400 g grei¢iu. Praplovus lasteles jos uzpilamos Zinomo ttrio
PBS tirpalu ir suskai¢iuojamos 2.3.4.1 aprasytu metodu. Bendras lasteliy skaiCius ascite
apskaiciuojamas lgsteliy sk./ml padauginus i§ bendro ascito turio (ml), apskaiciuoto pagal 2.3.5
apraSyta metoda.

Diferencinis Igsteliy skai¢iavimui po 10 pl PBS tirpalo su lgstelémis padengiama ant
objektiniy stikleliy ir kitu objektiniu stikleliu, laikomu 45° kampu, paskleidZziama per visg stiklelj.
Paruosti tepineliai dZiovinami ore kambario temperatiiroje ir ne anks¢iau nei po 60 minuciy
dazomi May-Griinwald metodu, kai ant kiekvieno stikliuko paskaiciavus 200 lasteliy, buvo
vertinama kiekvieno tipo lgsteliy (%) dalis ir véliau iSskai¢iuojamas bendras kiekvienos riisies

lasteliy skaicius.

2.3.5. Bendro ascito tiirio vertinimas

PrieS nuzudant peles, ascito tiirio vertinimui jos buvo pasveriamos analitinémis
svarstyklémis 0,01 g tikslumu (,,Slapias svoris). Po cervikalinés dislokacijos pelés pilvaplévés
ertmé buvo atveriama ir, SvirkStu susiurbus visg skystj, Svelniai ir kruopsciai iSdZiovinta
medvilnine kempine. Véliau pelé buvo dar kartg pasveriama, siekiant nustatyti ,,sausg* gyviino
kiino svorj. Ascitinio skyscio kiekis gramais (g) buvo apskaiCiuojamas atémus ,,sausg® svorj i$
»slapio® svorio (gyviino svorio prie§ mirtj). Skys¢io masé g buvo perskaiciuojama j skyscio turj
mililitrais (ml). Pritaikius prielaida, kad 1 g ascitinio skyscio atitinka 1 ml tirj. Kontrolinése pelése
ir tose, kuriose ascitas buvo minimalus, buvo fiksuojamas kempinés svorio pokytis po mirkymo

pilvaplévés skystyje.
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2.3.6. Naviko modelis ir in vivo gydymas

2.3.6.1. EL4 limfomos modelis

Eksperimento pradzioje (Diena 0) C57BL/6 peléms | pilvaplévés ertme (IP) buvo
suleidziamas 0,2 ml tiirio natrio chlorido 0,9 % injekcinis (fiziologinis) tirpalas su 5-10* EL4
lasteliy. Pries vykdant eksperimentg EL4 Igstelés buvo kultivuojamos ne maziau nei 48 valandas,
kad bty pasiektas > 90 % gyvybingumas.

Pagal eksperimento plang navika turin¢ioms C57BL/6 peléms (angly k. 7TBM — tumour
bearing mice) 3, 5 arba 9 dieng po EL4 naviko lgsteliy jvedimo, j uodegos veng (IV) buvo
Svirk§¢iama vienodos 15 mg/kg dozés doksorubicino injekcija. Doksorubicino poveikis buvo

stebimas 60 dieny. Visos pelés, kurios iSgyveno per §j laikotarpj, buvo laikomos i§gydytomis.

2.3.6.2. SL2 TSDR (two step dormancy/recurrence) limfomos modelis

SL2 Igstelés buvo naudojamos in vivo eksperimente tik pasiekusios ne mazesnj nei 90 %
gyvybingumg. Eksperimento dieng lastelés buvo apskai¢iuojamos, padalintos j tékmés
citometrijai skirtus mégintuvélius tokiu biidu, kad kiekvienai pelei biity skirta 5-10° gyvy lasteliy.
Praplautos nuo auginimo terpés lastelés buvo uZpiltos Svieziai paruoSta auginimo terpe su
skirtinga doksorubicino koncentracija (0,00; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 10 pug/ml) ir 30 minuciy
inkubuojamos 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos lgstelés buvo praplaunamos nuo terpés su
doksorubicinu ir uzpilamos 3altu fiziologiniu tirpalu, kad galutiné koncentracija biity 5-10°
13st./0,2 ml. Po inkubacijos dar kartg jvertinus lgsteliy gyvybinguma trypano mélynuoju tirpalu
nei reikSmingy skirtumy tarp grupiy, nei bendro reikSmingo gyvybingumo sumaZzéjimo nebuvo
nustatyta. Iki pat jleidimo peléms visi méginiai buvo laikomi ant ledo.

ParuoStos SL2 lasteliy suspensija su skirtinga doksorubicino koncentracija buvo suleista
DBA/2 peléms | pilvapléves ertme (IP). Kontrolei SL2 Igstelés buvo inkubuojamos auginimo
terpéje be doksorubicino. Visos procediros buvo vykdomos analogiskai.

Pelés buvo tiriamos 60 dieny. ISgyvenusios 60 dieny laikotarp; pelés buvo laikomos

iSgydytomis.

2.3.7. SL2 lasteliy imuninio fenotipo vertinimas

SL2 lasteles FACS buferiu (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ 07417, JAV)
praplaunamos nuo kultivavimo terpés jas 5 minutes centrifuguojant 400 g greiciu 20 °C

temperatiroje. Po praplovimo lgstelés uzpilamos tokiu FACS buferio tiiriu, kad galutiné Iasteliy
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koncentracija sudaryty 10° last./100 pl tirpalo. Siekiant eliminuoti nespecifinj antikiiny
prisijungima, lastelés buvo inkubuojamos 20 minuéiy 4 °C temperatiiroje su 1 pug/10° Iasteliy anti-
CD16/CD32 (Fcy R III/IT) antikiinu (93 klonas), kuris blokuoja sgveika su imunoglobuliny Fc
domenais. Po inkubacijos Igstelés paskirstomos j atskirus mégintuvélius po 10° Iasteliy tolesniam
zyméjimui Siais antiktinais: 0,4 ug anti-CD3-APC (17A2 klonas); 0,5 pg anti-CD4-FITC (GK1.5
klonas); 0,5 png anti-CD8aPerCP (53-6.7 klonas); 0,02 ug anti-CD44-PE (IM7 klonas); 2 ug anti-
CD45-Pacific Blue (30-F11 klonas). Po dazymo lgstelés buvo inkubuojamos 20 minuciy +4 °C
temperatiroje ir, praplovus FACS buferiu, analizuojamos FACS-LSRII tékmés citometru
(Becton-Dickinson, San Chosé, CA, JAV) ir FlowJo v10.7 programine jranga (Tree Star, Ashland,
OR, JAV).

2.3.8. Doksorubicino susikaupimo lastelés vertinimas tékmés citometrijos metodu

Doksorubicino susikaupimas lgstelése po inkubacijos pagal 2.3.6.2. punkte aprasSyta
metodikg buvo vertinamas tékmeés citometru.

Doksorubicino susikaupimo permeabilizuotose SL2 lastelése vertinimui, Iasteliy
permeabilizacija buvo atlikta pagal Telford ir kolegy apradyta metodika [166]. Saltu (4 °C) PBS
tirpalu praplautos nuo kultivavimo terpés SL2 lastelés buvo létai uzpiltos Saltu 80 % etanoliu
nuolat purtant Vortex purtykle. Remiantis aprasyta procediira [166] EDTA, Triton-X 100 ir
RNAzé nebuvo naudoti. Paruostas 2#10° Igst./ml permeabilizuoty lasteliy tirpalas etanolyje buvo
laikomas maziausiai 1 val. Saldytuve arba ant ledo iki eksperimento.

Tékmés citometrijai gyvos arba permeabilizuotos lastelés buvo atitinkamai praplaunamos
nuo terpes arba etanolio, suspenduojamos Saltu FACS buferiu ir analizuojamos naudojant 488 nm
bangos ilgio lazerj. Tyrimui naudota ne maziau nei 20000 Igsteliy viename méginyje.
Doksorubicino susikaupimo lastelése vertinimas buvo paremtas vidutinés kanalo fluorescencijos
(angly k. MCF — mean channel fluorescence) intensyvumu. Esant poreikiui, Iasteliy apoptoze
buvo patvirtinta Annexin V reagentu [167]. Duomenys buvo analizuoti naudojant FlowJo v10.7

programing jranga.
2.3.9. Injekcija i retro-orbitalinj rezginj
Doksorubicino injekcija pelei buvo atlikta pagal Yardeni ir kolegy aprasyta metodika [168].

Sis metodas paremtas vaisto jvedimu ne j uodegos vena, bet injekcija j retroorbitalinj rezginj uz

pelés akies. Taikant autoriy pasitlyta protokolag buvo naudojami 1 ml turio steriliis insulino
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SvirksStai su integruota 29G x 12,7 mm adata (Yangzhou Goldenwell Medical Devices Factory,

Kinija). Procediira buvo vykdoma naudojant anestezijg dietileteriu.

2.3.10. Kraujo méginiy analizé

Tiriamy peliy kraujo rodikliai buvo tiriami 5 min., 30 min., 60 min., 6 val., 12 val., 48 val.
ir 72 val. po doksorubicino injekcijos. Peliy kraujas buvo surenkamas i$ retroorbitalinio rezginio
1 EDTA dengtus Microcuuvette® mégintuvélius (Sarstedt, Vokietija). Kiekvienas méginys buvo
kelis kartus Svelniai apverCiamas, kad buty uZztikrintas visiSkas sumaiSymas su EDTA kaip
antikoaguliantu. 10 minuciy centrifugavus 5000 x g greiciu, plazmos méginiai buvo atskirti ir
laikomi -20 °C temperattiroje. Hematologiniai rodikliai buvo tiriami Micros EV60 analizatoriumi

(Horiba, Japonija).

2.3.11. Medziagos paruoSimas histologinei analizei

Pasalinus bluznj ir uzkrii¢io liauka chirurginiu budu, gauta medziaga buvo sveriama el.
svarstyklémis (0,001 g tikslumu) ir buvo apskai¢iuojamas uzkricio liaukos ir bluznies svorio ir
pelés kiino svorio santykis (%). Histologinei analizei chirurginiu biidu i$pjautas audinys (bluznies
ir/ar uzkriicio liaukos) buvo uzkonservuotas 10 % formalino tirpalu. Idéti j parafing audiniai, buvo
pjaustomi 4 pm storio pjiviais, kurie véliau buvo dazomi hematoksilinu ir eozinu, tada tiriami

Sviesos mikroskopu.

2.3.12. Lasteliy i$ bluZnies ir uzkriicio liaukos suspensijos paruoSimas

Pasverta iSoperuota medziaga buvo smulkinta skalpeliu ir praleista pro dviejy tipy
neriidijan¢io plieno tinklelius. Gauta lasteliy suspensija praplovus du kartus, paruostas 10°
lasteliy/ml PBS tirpalas buvo laikomos ant ledo tolesnei t€kmés citometrijos analizei.

Chromatografijos analizei paruostas 10° Iasteliy vandeninis tirpalas 30 sekundZiy buvo
veikiamas ultragarsu (Branson 450 Sonifier). Pridéjus 111 pl 1 N druskos riigSties (HCl), méginiai
su Igstelémis 1 minute buvo purtomi Vortex purtykle ir tada centrifuguojami 5 minutes 600 x g

greiciu. Po centrifugavimo surinktas supernatantas uzSaldytas tolesnei HPLC analizei.
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2.3.13. HPLC (Didelio nasumo skys¢iy chromatografija)

Vaisto didelio efektyvumo skys¢iy chromatografijos (HPLC) méginiai buvo paruosti j 60 pl
meéginio pridedant 900 pl chloroformo/metanolio miSinio (4:1 turiy santykis) ir 50 pl
daunorubicino hidrochlorido tirpalo (1 pg/ml) vidinio standarto [129]. Tada méginiai 10 minuciy
buvo purtomi Vortex purtykle ir tada 10 minuciy centrifuguojami 10000 x g greiciu. Po
centrifugavimo organiné fazé buvo surenkama ir perkeliama j nauja Svary Eppendorf mégintuvel;.
Visi méginiai buvo i§garinami azoto srove¢je iki pilno i§dzitivimo, tada iStirpinti 60 pl judriosios
fazés (pH = 2,6), susidedancios i acetonitrilo ir vandens (32:68, t/t), ir centrifuguoti 5 minutes
10000 x g. 50 uL tirpalo buvo suleista ] chromatografing kolon¢le. HPLC analizé buvo atlikta
naudojant Perkin Elmer sistema, kuri susideda i§ Flexar binarinés LC pompos, Flexar 3 CHNL
VAC nudujintojo, Flexar LC automatinio méginus suleidzianc¢io jrenginio ir Flexar
fluorescencijos detektoriaus (ksenoniné lempa). Chromatografijos atskyrimas buvo atliktas su
Brownlee Bio C18 kolon¢le (4,6 x 150 mm, 5 pm daleliy dydis, Perkin Elmer, Shelton, JAV).
Meéginiai buvo leidziami izokratiskai 0,25 ml/min grei¢iu. Kolonélés temperatiira buvo palaikoma
37 °C, o suzadinimo ir emisijos bangos ilgiai buvo nustatyti atitinkamai 475 ir 555 nm.

Chromatografijos duomenys buvo gauti ir iSanalizuoti Chromera programine jranga (Perkin

Elmer, Shelton, JAV).
2.3.14. Farmakokinetika

Doksorubicino kiekis i§ pilvapléves ertmés iSskirtose lgstelése buvo matuojamas 10 dieny
(240 valandy) po vaisto suleidimo. Vaisto koncentracija periferiniame kraujyje buvo matuojamas
72 val. po citostatiko injekcijos. Buvo vertinamas citotoksinio vaisto kiekio pokytis lastelése arba
plazmoje per tiriama laikotarpj. Grafikai gauti GraphPad Prism 9 arba Origin Pro 8.5 programomis
Plotas po koncentracijos kreive AUC buvo apskaiiuotas pagal 6 pav. pavaizduota trapecijos

formule (angly k. Linear Trapezoidal Method) ir GraphPad Prism 9 programa.
AUC = % X (¢ + ¢3) X (ty — t1) . )

Pritaikius ne linijing regresing (angly k. non-linear regression fitting) analize GraphPad
Prism 9.0.2 programoje buvo gautos eliminacijos konstanta K ir vaisto eliminacijos puséjimo

trukmé (t12), apskaiciuotas klirensas (Cl), pasiskirstymo tiiris Vg ir kt. [129]
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2.3.15. Elektroniné mikroskopija (TEM)

Transmisijos elektroninés mikroskopijos (TEM) vertinimui 6,5 pl 50 k. distiliuotu vandeniu
praskiesto méginio buvo uzpilta ant anglimi dengty vario tinkleliy (Agar Scientific, D. Britanija).
Skyscio pertekliy nusausinus filtravimo popieriumi, ant tinkleliy buvo uzpilama 2 % uranilo
acetato (pH 4,5). ISdziovinti méginiai buvo tiriami Tecnai G2 F20 X-TWIN transmisijos
elektroniniu mikroskopu (FEI, Japonija), veikian¢iu esant 200 kV jtampai.

2.3.16. Liposominio doksorubicino vertinimas dinaminés Sviesos sklaidos metodu

Dinaminé §viesos sklaida (angly k. DLS — dynamic light scattering) buvo matuota Zetasizer
Nano ZS nanodaleliy dydzio ir zeta potencialo matuokliu (Malvern Panalytical, D. Britanija),
veikian¢iu 4 mW 633 nm bangos ilgio He—Ne lazeriu. Matavimas buvo atliekamas 50 sekundziy
316000 fotony per sekunde (316.0 kcps) vidutiniu Sviesos sklaidos intensyvumu 25 °C

temperatiiroje.

2.3.17. Konfokaliné mikroskopija ir spektriné analizé

Konfokalinei mikroskopijai lastelés buvo fiksuojamos pagal Tsang et. al. aprasyta metodika.
SL2 suspensijos lastelés po inkubacijos su doksorubicinu buvo gerai nuplautos nuo kultivavimo
terpés, suspenduotos PBS iki 10° Igst./ml koncentracijos ir paskirstytos po 1 ml j 12 3ulinéliy
plokstelés Sulinélius su i$ anksto ten jdétais dengiamaisiais stikleliais (TPP AG. Trasadingen,
Sveicarija). Po 30 minu¢iy laikymo kambario temperatiiroje ant dengiamyjy stikleliy dél
gravitacijos susidaré nuosédos, kurios buvo fiksuotos 10 % formalino tirpalu, uZpiltos PBS ir tada
analizuojamos.

Vaisto lokalizacija lastelése buvo tiriama Nikon Eclipse TE2000-U C1 Plus lazeriniu
konfokaliniu mikroskopu, kuriame sumontuotas 488 nm argono lazeris (Nikon, Japonija)
naudojant 60x1.4 NA objektyva (Nikon, Japonija). Lasteliy morfologija vertinta Sviesos
mikroskopu. Dox ir dox-dgr fluorescencijai nustatyti buvo naudojamas 515/30 pralaidumo filtras
(Semrock Inc., JAV). Fluorescencijos spektrai analizuoti tiek pavienése lastelése, tiek jy vidinése
strukttirose. Fluorescencija buvo matuojama dominanciame lauke ROI (angly k. ROI-region of
interest). Vaizdai buvo toliau apdorojami naudojant EZ-C1 v3.91 (Nikon, Japonija) ir Imagel
v1.53a programing jrangg (NIH, JAV).

Doksorubicino sugerties ir fluorescencijos spektrai PBS tirpale (20 pg/ml) buvo matuojami

vieno pluosto Varian Cary Win UV (Varian Inc., Australija) spektrofotometru ir FLS920
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spektrofluorimetru (Edinburgh Instruments, Livingston, DidZioji Britanija) ir toliau analizuoti

naudojant OriginPro 8.5 programing jranga.

2.3.18. Statistiné duomeny analizé

Chromatografijos duomenys buvo analizuoti Chromera programine jranga (Perkin Elmer,
JAV). Tékmés citometrijos duomenys buvo analizuojami naudojant BD FACSDiva ir FlowJo™
v10.7 programas. Konfokalinés mikroskopijos metu gauti vaizdai buvo apdoroti naudojant
EZ-C1 v3.91 (Nikon, Japonija) ir Image] v1.53a programin¢ jrangg (NIH, JAV). Duomeny
atvaizdavimui diagramose ir statistinei duomeny analizei buvo naudojama programiné jranga
OriginPro 8.5 (OriginLab Software, JAV). Kur taikytina, kiekybiniai duomenys buvo pateikti kaip
vidutinis + standartinis nuokrypis. Plotas po vaisto koncentracijos kreive (AUC) buvo
apskaiciuotas pagal trapecijos formule (2). Vaisto farmakokinetikos vertinimas buvo atliktas
GraphPad Prism 9.0.2 programa. Duomenims su normaliu pasiskirstymu statistinis
reik§mingumas buvo nustatytas naudojant dvipusj neporinj Stjudento t testa. Kitais atvejais buvo
taikomas Mann-Whitney U testas. [Sgyvenamumo vertinimui buvo braizomos Kaplano-Mejerio
iSgyvenamumo kreivés naudojant OriginPro 8.5 programing jranga. Tirlamy gyviny
iSgyvenamumo medianos, p reikSmeés ir rizikos santykis HR (angly k. - hazard ratio) buvo
analizuojami OriginPro 8.5 ir GraphPad Prism 9.0.2 programomis naudojant Log-rank testa.

Tiriant koreliacijg tarp parametry buvo skai¢iuojamas Pearson ‘o koreliacijos koeficientas R.
Koreliacija buvo laikoma stipria, kai 0,7 <R <1 arba -0,7 >> R >> -1.

StatistiSkai reikSmingi rezultatai kai kuriose diagramose buvo uZzkoduoti taip: *p < 0,05,

**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <0,0001.
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3. REZULTATAI

3.1. Chemoterapinio vaisto doksorubicino susikaupimo EL4 T limfomos

Iastelése ir jo terapinio efektyvumo sasaju su naviko dydZziu vertinimas

3.1.1. CS7BL6/NCr peliy iSgyvenamumo tyrimai

Chemoterapinio vaisto doksorubicino plazmos farmakokinetikos ir jo sulaikymo lgstelése

tyrimai buvo atlikti naudojant C57BL/6NCr peliy pateliy EL4 limfomos modelj.

5*10*EL4

lp 15 mg/kg |
Dox 1.v. 15 mg/kg Dox
1.v.

15 mg/kg (74

l Dox 1.v,
Kontrolé l 1

ISgijimas
Atkrytis

Atsparumas

4 pav. C57BL/6NCr peliy EL4 T limfomos modelis

C57BL6/NCr peliy pateléms 0 dieng (eksperimento pradzioje) implantuota 5*10° EL4 limfomos
lgsteliy. Kontrolé — negydytos pelés. 3, 5 arba 9 dieng po EL4 lgsteliy implantacijos buvo suleidus

Fig. 4. EL4 T lymphoma model in C57BL 6NCr mice

On day 0 female C57BL6/NCr mice were implanted with 5*10* EL4 lymphoma cells followed by
single 15 mg/kg doxorubicin dose on day 3, 5 or 9. Depending on treatment regimen (drug injection
day) recovery (‘Isgijimas’), relapse (‘Atkrytis’) or resistance (‘Atsparumas’) were observed. Mice
that survived > 60 days were considered cure. ‘Kontrolé’ - untreated mice (control group).

Eksperimento pradZioje (0 diena) visos pelés buvo pasvertos ir joms ] pilvaplévés ertmg
buvo jvesta 5-10* EL4 limfomos Igsteliy. Priklausomai nuo planuojamo gydymo plano, gyviinai
buvo paskirstyti ] kontroling ir tris tiriamas grupes: ,,Dox 3%, ,,Dox 5% ir ,,Dox 9 (po 10 peliy
kiekvienoje grupéje). Kontrolinéms peléms nebuvo skirtas joks gydymas, ,,Dox 3%, ,,Dox 5 ir
,,Dox 9% grupiy peléms 3, 5 arba 9 dieng po EL4 lasteliy jvedimo j veng buvo susvirksta 15 mg/kg

doksorubicino hidrochlorido (2 mg/ml) tirpalo (Dox). Eksperimento schema pavaizduota 4 pav.
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Vidutinis peliy kiino svoris eksperimento pradzioje buvo 20,0 + 0,087 g, 19,9 + 0,43 g,
19,9 £0,95 g ir 20,3 + 0,70 g atitinkamai kontrol¢s, ,,Dox 3, ,,Dox 5 ir ,,Dox 9* peliy grupéms.
Jokiy reik§mingy svorio skirtumy tarp grupiy eksperimento pradzioje nebuvo nustatyta. In vivo
eksperimento metu visy grupiy pelés buvo sveriamos nuo EL4 transplantacijos dienos iki gyviino
mirties arba eksperimento pabaigos (60 diena).

Vidutinis negydyty navika turin¢iy peliy (kontrolinés grupés) iSgyvenamumas buvo
14,5 + 1,08 dienos. Sioje grupéje taip pat buvo nustatytas reikimingas kiino svorio padidéjimas
nuo 20,0 + 0,87 g eksperimento pradzioje iki 34,4 = 1,52 g 13 dieng po naviko transplantacijos
(p <0,0001, HR =0,03894). Analizuojant skirtingos 15 mg/kg Dox dozés skyrimo dienos
(skirtingos gydymo schemos) jtaka EL4 turinCiy peliy gydymo veiksmingumui, paaiskéjo, kad
pelés, kurioms 3 dieng buvo suleista Dox, pasveiko, o 60 proc. Sios grupés peliy iSgyveno daugiau
nei 60 dieny (5 pav.). ReikSmingo kiino svorio poky¢io §ioje grupéje nenustatyta.

Tuo tarpu ,,Dox 9% peliy grupé buvo visikai atspari gydymui. Sios grupés peliy viduting
gyvenimo trukmé buvo 14 + 0,94 d., (mediana — 14,5 dienos) ir nesiskyré nuo negydyty peliy
gyvenimo trukmés (p = 0,8949, HR = 1,089). Kiino svorio dinamika buvo analogiska negydytoms
peléms.

Vidutinis i§gyvenamumas ,,Dox 5 grupéje buvo 26,2 + 0,92 dienos, mediana — 25 dienos.
Nors §ios grupés peliy mes negalime laikyti i§gydytomis (iSgyveno maziau nei 60 dieny), visgi
nustatytas reik§mingas gyvenimo trukmés pailgéjimas (p <0,0001, HR = 0,2245) lyginant su
kontrole.

Remiantis iSgyvenamumo rezultatais C57BL/6NCr peliy grupés buvo pervadintos
atitinkamai  ,,isgydyty* (Dox 3), ,,atkry&io™ (Dox 5) ir ,,atspariy™ (Dox 9) peliy grupes. Siy grupiy

1Sgyvenamumas pavaizduotas 5 pav. esan¢iame grafike.
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5 pav. C57BL/6NCr (n=10) peliy isgyvenamumas

Kontrolé — negydytos pelés. Isgydyty, atkrycio, atspariy peliy grupéms atitinkamai 3, 5 ir 9 dieng po
5*10° EL4 Igsteliy implantacijos buvo suleista 15 mg/kg Dox dozé. Vidutinis iSgyvenamumas
atitinkamai 14,5+ 1,08 d.; 14+ 0,94 d.; 26,2 £ 0,92 d.; > 60 dieny. C57BL6/NCr peliy
isgyvenamumo mediana: 1) kontrolé — 14,5 d.; 2) isgydytos/dox 3 d. > 60 d., p < 0,0001***;

3) atkrycio/dox 5d. — 25 d., p < 0,0001, HR = 0,03894; 4) atsparios/dox 9d. — 14,50 d., p = 0,8949,
HR = 1,089. Grafikas gautas OriginPro 8.5 programa. Isgyvenamumo medianos, HR ir p reik§més
apskaiciuotos su GraphPad Prism 9.0.2 programa (Log-rank testas).

Fig. 5. Survival rate of C57BL/6NCr mice (n = 10)

‘Kontrolé’ — untreated, control mice. A single 15 mg / kg Dox dose was injected to cure (‘ISgydytos’),

relapse (‘Atkrycio’) or resistant (‘Atsparios’) mice on days 3, 5, and 9 respectively. Median survival
rate of C57BL6 / NCr mice: 1) control - 14.5 days; 2) cure/dox 3 d. > 60 days, p <0.0001 ***; 3)
relapse/dox 5 d. - 25 days, p < 0.0001, HR = 0.03894, 4) resistant/dox 9 d. - 14.50 days, p = 0.8949,
HR = 1.089. For the graph the OriginPro 8.5 software was used. Median survival, hazard ratio (HR)
and p values were calculated with GraphPad Prism 9.0.2 sofiware (Log-rank test).

>
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3.1.2. EL4 T limfomos lasteliy augimo pilvaplévés ertméje vertinimas

3.1.2.1. Ascito tiirio augimo C57BL6/NCr peliy pilvapléves ertméje vertinimas

Vertinant EL4 limfoma turin¢iy C57BL6/NCr peliy bukle, buvo tirta ne tik bendra peliy
gyvenimo trukme, bet ir naviko turio, dydzio poky¢iai. Peliy ascito tiiris buvo matuojamas pagal

2.3.5 skyriuje aprasyta metoda.

Ascito turis (ml)
Ln
|

J i
L
¢
i
l .
I ]
B i - S
0 . T = T J T b T b T J T d T
0 2 4 6 8 10 12 14

Laikas po EL4 suleidimo (dienos)

6 pav. Ascito tirio augimas (linijiné skalé) negydytose C57BL6/NCr pelése

X asyje parodyta laiko trukmé po 5*10° EL4 lgsteliy suleidimo C57BL6/NCr peléms. Y asyje — ascito
turis (ml). Ascito tiris per 13 dieny padidéjo 48,5 karto (nuo 0,2 iki 9,7 ml), per pirmas 9 dienas
ascito tiris padidéjo tik 4,15 karto (iki 0,83 ml). OriginPro 8.5 programiné jranga
Fig. 6 Ascites volume growth (linear scale) in untreated C57BL6/NCr mice

The X-axis shows the time after implantation of 5*10" EL4 cells in C57BL6/NCr mice. The volume of
ascites (ml) is shown on y axis. The 48.5-fold increase of ascites volume (from 0.2 to 9.7 ml was
demonstrated during 13 days after tumour implantation. Interestingly until day 9 only 4.15-fold (to
0.83 ml) increase was shown. OriginPro 8.5 software

Per pirmas 9 dienas po EL4 lasteliy jvedimo buvo nustatytas nereikSmingas 11,7 %
(p > 0,05) kiino svorio pokytis kontrolinése pelése. Ankstyvos stadijos navikai (1-9 dienos) taip

pat nepasizymeéjo reikSmingu naviko turio didéjimu (lag fazé). 9 dieng ascito turis sudaré tik
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0,83 ml. PrieSingai, vélesnéje naviko augimo stadijos (10—13 dienos) buvo pastebétas reikSmingas
tiek peliy svorio, tiek naviko tiirio didéjimas, kurj 1émé spartus skyscio kaupimasis tirty peliy
pilvaplévés ertméje. IS viso per 13 dieny nuo eksperimento pradzios EL4 ascito tiiris padidéjo
48,5 karto nuo 0,2 ml iki 9,7 ml. 6 pav. pavaizduotas eksponentinis tiirio padidé¢jimas rodo ascitinj
naviko augima.

Vélesnéje naviko augimo stadijoje (po 10 dieny po EL4 Iasteliy suleidimo) visy tirty
gyviiny, iSskyrus iSgydytas/dox 3 peles, pilvaplévés ertméje buvo stebimas ryskus eritrocity

skaiciaus padidéjimas, budingas hemoraginiams ascitams [169].

3.1.2.2. EL4 lasteliy kiekio C57BL6/NCr peliy pilvaplévés ertméje vertinimas

Eksperimento metu buvo vertinamas implantuoty EL4 limfomos lgsteliy skai¢iaus kitimas
tirtose C57BL6/NCr peliy grupése. Papildomai tyréme visy peliy pilvaplévés ertmeés Igsteliy
kiekio pokycius progresuojant EL4 navikui. Lasteliy skai¢ius buvo vertinamas pagal 2.3.5 ir
2.3.4.1 skyriuose aprasyta metodika. EL4 limfomos lgsteliy skai¢ius didéjo 83,7 karto greiciau nei
ascito taris per tg patj 13 dieny laikotarpj. Naviko lasteliy skai¢ius negydytose pelése padidéjo
nuo 0,05-10° eksperimento pradZioje net 4060 karty iki 203*10° Igsteliy 13 eksperimento dieng.
3, 5 ir 9 doksorubicino injekcijos dieng C57BL6/NCr peliy pilvaplévés ertméje buvo atitinkamai
(0,15 £ 0,03)-10°%, (0,6 £ 0,07)-10%, (22,7 =+ 3,89)-10° EL4 limfomos lasteliy, fiksuojant 151 k.
lasteliy skaiciaus padidéjimg Siomis dienomis. Nors EL4 naviko masé sudare tik 0,045 % gyviino
masés 9-3 naviko augimo dieng, kai vaisto suleidimas netur¢jo jokio gydomojo poveikio.
Vertinant visy pilvaplévés ertmes (PerC — peritoneal cavity) lasteliy pokycius tarp peliy grupiy
parodyta, kad pirmas 5 dienas po EL4 naviko suleidimo bendras pilvaplévés ertmés lagsteliy
skaicius reikSmingai nesiskyré nuo sveiky peliy. Bendras lgsteliy skaiCius pastarojoje grupéje
buvo (2,2 + 0,30) -10°. Bendras lgsteliy skai¢ius navika turin¢iose pelése (TBM — tumour bearing
mice) pirmas 5 dienas po naviko implantacijos reik§mingai nesiskyré nuo sveiky peliy. 3-i3 dieng
$is skaicius sudaré (2,3 + 0,30)-10° Iasteliy, 5-3 dieng — (2,8 = 0,21)-10° Igsteliy. Tuo tarpu nuo 6
dienos PerC Igsteliy skaicius didéjo eksponentiskai ir 9-3 dieng po naviko suleidimo jau sudaré
(24,2 + 0,40)-10° 1asteliy.

Eksponentinis | C57BL6/NCr peliy pilvaplévés ertme implantuoty EL4 limfomos lgsteliy
augimas pavaizduotas 7 pav. esanCiame grafike. Bendras pilvaplévés ertmes lasteliy skaicius

tirtose grupése surasytas 3.2 lenteléje.
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Laikas po EL4 suleidimo (dienos)

7 pav. EL4 naviko augimas (pusiau-logaritminé skalé)

X asyje parodyta laiko trukmé po 5*10° EL4 lgsteliy suleidimo C57BL6/NCr peléms. Y asyje — EL4

lgsteliy skaicius. Raudona spalva pazymeétos tiriamos peliy grupés (iSgydytos, atkrycio, atsparios),

kurioms 3, 5, 9 dienomis suleista 15 mg/kg Dox dozé. EL4 lgsteliy skaicius per 13 dieny laikotarpj
padidéjo 4060 karto. OriginPro 8.5 programiné jranga.

Fig. 7 EL4 tumour growth (semi-logarithmic scale)

The X-axis shows the time (days) after injection of 5*10% EL4 cells in C57BL6/NCr mice. On the Y
axis, the amount of EL4 cells. Cure (‘ISgydytos’), relapse (‘Atkrycio’) and resistant (‘Atsparios’)
mice (red dotted line) received a 15 mg/kg Dox dose on days 3, 5, 9. The 4060-fold increase of EL4

cells was demonstrated during the 13-day period. OriginPro 8.5 software.

3.1.2.3. EL4 lasteliy tankio C57BL6/NCr peliy pilvaplévés ertméje vertinimas

Tyrimo metu buvo vertinama ne tik absoliutaus EL4 lasteliy kiekio, bet ir iy lasteliy tankio
pilvaplévés ertméje, dinamika. Buvo nustatyta, kad per pirmas penkias eksperimento dienas EL4
naviko tankis padid¢jo nezymiai. Pra¢jus 3 dienoms po EL4 implantacijos Iasteliy tankis peliy
pilvaplévés ertméje sudaré tik 0,6-10° + 0,14 last./ml ir buvo padidéjes 2,44 karto, 5 dieng EL4
tankis nuo eksperimento pradzios buvo padidéjes 7,2 karto ir sudaré (1,8 = 0,91)-10°I3st./ml. Tuo
tarpu 6-10 dienomis EL4 lasteliy tankis did¢jo eksponentiSkai
26,8-10° + 2,48 Iast./ml (107,3 karto padidéjimas) (Zr. 3.1 lent., 8 pav.). Tolesni tyrimai parode,
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kad EL4 lasteliy tankio pokyciai po EL4 lasteliy implantacijos neigiamai koreliavo su
vidulasteline vaisto koncentracija ir terapiniu poveikiu (3.1.3.2).

Apibendrinti EL4 lasteliy kiekio, tankio ir ascito turio pokyciai C5S7BL6/NCr pelése
parodyti 3.1. lenteléje.
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Laikas po EL4 Igsteliy suleidimo (dienos)

8 pav. EL4 lgsteliy tankis C57BL6/NCr peliy pilvaplévés ertméje (linijiné skalé)

Raudona spalva pazyméti laiko momentai (3, 5, 9 dienos), kai buvo suleista 15 mg/kg Dox dozé
tiriamoms C57BL6/NCr peliy grupéms (isgydytos, atkrycio, atsparios).

Fig. 8. Density of EL4 lymphoma cells in the peritoneal cavity of C57BL6/NCr mice (linear scale)

Red dotted lines show the time (days 3, 5, 9) at which the 15 mg/kg Dox dose was given to cure
(‘Isgydytos’), relapse (‘Atkrycio’) and resistant (‘Atsparios’) C57BL6/NCr mice respectively.
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3.1 lentelé. EL4 lgsteliy sk. ir tankio bei ascito turio didéjimas 13 dieny po naviko suleidimo j C57BL6/NCr
peliy pilvaplévés ertme

Table 3.1. The increase of EL4 cells count and density as well as increase of ascitic volume during 13-day
period after tumour injection into the peritoneal cavity of C57BL6/NCr female mice

Laikas po EL4 naviko suleidimo
Diena 0 | Diena 3 Diena 5 Diena 7 Diena 8 Diena 9 Diena 10 Diena 11 Diena 12 Diena 13
Bldske | 005 |005003[0.594007( 42+ 140 | 9.4 1.47 | 22739 [ 6244254 [1253+32.5| 179.2425.5 [ 2034598
EL4
f’i‘g!‘is 025 |061+0,14] 1,8£091 [12,69+3,6(2535+1,5]268+25 [38,15+12,1] 32,4418 | 28,5192 [21,5+2,64
Iast./ml
‘:‘l_f:iist"’ml 02  [023+002[044+031[031+001[033+001[083£006| 14+02 | 36+036 |683+139]97+1,16

3.1.3. Doksorubicino farmakokinetika

3.1.3.1.Vidulastelinio doksorubicino koncentracijos nustatymas

Ivertinus bendra lgsteliy skaiciy tiriamy peliy pilvaplévés ertméje bei nustacius reikSmingus
EL4 lasteliy kiekio ir tankio skirtumus tirtuose gyviinuose buvo siekiama nustatyti, ar Sie
skirtumai turi jtakos chemoterapinio vaisto doksorubicino jsisavinimui ir susikaupimui
pilvaplévés ertmes ir naviko lastelése. IS 3, 5 ir 9 dieng doksorubicino injekcija gavusiy
CS57BL6/NCr peliy pilvaplévés ertmés paimtos Igstelés buvo analizuojamos tékmés citometru po
60 min, 48 val., 96 val., 144 val., 240 val. (10 dieny). Vaisto doksorubicino kiekis pilvaplévés
ertmés lgstelése kiekvienu laiko momentu buvo vertinamas pagal santykinj fluorescencijos
intensyvumo pokytj, perskaic¢iuotg j ng/10° Iasteliy.

Praéjus 60 min. po Dox injekcijos vidulasteliné vaisto koncentracija reikSmingai skyrési tik
tarp 3 (iSgydytos) ir 9 dieng (atkrycio) vaistg gavusiy peliy grupiy. Citostatiko kiekis §iy grupiy
peliy naviko Igstelése buvo atitinkamai 10,75 + 0,35 ng/mg ir 6,3 = 0,99 ng/mg (p = 0,0112). Tuo
tarpu pra¢jus 1 val. po vaisto injekcijos atkrycio peliy grupéje nustatyta buvo 8,7 + 0,42 ng/mg
dox koncentracija reikSmingai nesiskyre nei nuo iSgydyty (p = 0,1652), nei atspariy (p = 0,0739)
peliy grupiy. PrieSingai nei PerC lgstelése, doksorubicino kiekis EL4 limfomos lgstelése 60 min.
po injekcijos reikSmingai skyresi visose tirtose grupése. Vidutinis fluorescencijos kanalo poslinkis
(dMCF — difference in mean channel fluorescence) vézinése lastelése pra¢jus 60 min. po 15 mg/kg
doksorubicino injekcijos buvo 85 £2,2; 58 +1,7; 11 £ 2,5 atitinkamai i§gydyty, atkrycio ir atspariy
peliy grupése (9 pav., 3.2 lentelée).

48



3k 2k %k ok

3%k %k 3k k
—
3k % %k Kk
15- 100
. *k
® |
o o 80
T
‘© 10+ 2
"E) E 60_ —_—
%
5 L 8 -
0O 5- <
% i 20—
. il
0 T T 0- I
o [Xo] © & [Xo) =]
07 ¥ .0 0% ¥ .0
& & & S &

9 pav. Doksorubicino kiekis pilvapléveés ertmés (PerC) ir EL4 limfomos Igstelése EL4 turinciose
pelése 60 min. po injekcijos

ISgydytos, atkrycio, atsparios — 15 mg/kg Dox dozé 3 d., 5 d. ir 9 d. atitinkamai. dAMCF — vidutinis
Sfluorescencijos kanalo poslinkis, *p < 0,5, ****p < (0,0001
Fig. 9 Doxorubicin levels in peritoneal cavity (PerC) cells and EL4 lymphoma cells of tumour

bearing mice 60 min after Dox injection

Cure (‘Isgydytos’), relapse (‘Atkrycio’) and resistant (‘Atsparios’) mice received a 15 mg/kg Dox
dose on days 3, 5 or 9 respectively. dMCF — shift in mean channel fluorescence, *p < 0.5,
*xdEkp < 0.0001

Idomu, kad nors vaisto susikaupimas PerC lgstelése 60 min. po doksorubicino injekcijos
reikSmingai skyrési tik 3 ir 9 dieng 15 mg/kg dox doze gavusiose C57BL6/NCr peliy grupése,
tolesnis vaisto sulaikymo PerC Igstelése ir vaisto iSmetimo greitis reikSmingai skyrési visose
tirtose grupése. Doksorubicino suleidimas 9 dieng po naviko implantacijos 1émé citostatiko
pasalinimg 1§ PerC lgsteliy maZiau nei per 96 val. po vaisto injekcijos. Tuo tarpu net 144 val. po
dox injekcijos 5 dieng, vaistas dar buvo randamas PerC lgstelése (0,10 ng/mg). Dox suleidus
3 dieng po EL4 suleidimo Dox buvo nustatomas net 240 val. po injekcijos (0,45 + 0,071 ng/mg).
Apskaiciuotas 10 dieny (240 val.) plotas po vidulastelinio doksorubicino koncentracijos kreive
AUCo.104 (angly k. area under the curve) atspariy peliy grupéje buvo 157,55 + 23,3 ng-h/mg
(p =0,0003), atkryc¢io — 456,83 £ 26,8 ng-h/mg (p =0,0031), iSgydyty peliy grupéje 824,18 +
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57,2 ng-h/mg. AUCo.104 18gydyty peliy grupéje buvo reikSmingai didesnis nei pelése, kurioms
buvo nustatytas atkrytis ar gydymas buvo neveiksmingas (atspari grup¢).

Pritaikius ne linijing regresing analiz¢ apskaiciuota PerC Dox puséjimo trukmé ti» buvo
43,4 h, 39,3 h, 9,5 h atitinkamai i§gydyty, atkryCio ir atspariy peliy grupése. Doksorubicino
pus¢jimo trukmé ti» 3 dieng Dox gavusiy peliy grupéje buvo 4,6 k. ilgesné nei atspariy peliy
grupéje, kurioms gydymas buvo neefektyvus.

ISgydyty peliy grupéje parodytas ne tik didziausias vaisto jsisavinimas EL4 lgstelése per
pirmasias 60 minuciy po injekcijos, bet ir fiksuotas stiprus citotoksinis poveikis. Pra¢jus 72 val.
po 15 mg/kg dox injekcijos 3 naviko augimo dieng EL4 Igstelés nebebuvo nustatomos tirty gyviny
pilvaplévés ertmeje.

Naviko dydis (ir tankis) citostatiko suleidimo dieng buvo svarbus veiksnys vaisto
sulaikymui, iSmetimui ir terapiniam efektyvumui. Bitent vaisto AUC audiniuose gali biiti
lemiamas veiksnys gydymo efektyvumui.

Doksorubicino sulaikymo ir iSmetimo 1§ pilvaplévés ertmés lasteliy dinamika atspariy,

atkrycio ir iSgydyty peliy grupése pavaizduota 10 pav.
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10 pav. Doksorubicino kiekio pokytis per 10 dieny (240 valandy) nuo vaisto suleidimo skirtingose
peliy grupése
Atsparios: AUCp.jpa = 157,55 £ 23,3 ng*h/mg (p = 0,0003), t1>= 9,5 val.; atkrycio — 456,83 £
26,8 ng*h/mg (p = 0,0031), t1,= 39,3 val.; isgydytos — 824,18 £ 57,2. t1» = 43,4 val. Duomenys
apdoroti OriginPro 8.5 ir GraphPad Prism 9.0.2 programomis.

Fig. 10 Change in doxorubicin levels within 10-days (240-hours) period after drug injection in
different groups of mice
Resistant (‘Atsparios’): AUCy.j0a=157.55 £ 23.3 ng*h/mg (p = 0.0003), t;,> = 9.5h; relapse
(‘Atkrycio’) - 456.83 = 26.8 ng*h/mg (p = 0.0031), t12= 39.3h; cure (‘ISgydytos’) - 824.18 + 57.2.
ti» = 43.4 h. Data were processed with OriginPro 8.5 and GraphPad Prism 9.0.2 software.

3.1.3.2. Lastelinio doksorubicino ir naviko dydZzio sasajy vertinimas

Vertinant sgsajas tarp EL4 lasteliy kiekio pilvaplévés ertméje ir vidulastelinés
doksorubicino koncentracijos buvo pritaikyta tiesinés regresijos lygtis ir apskaiciuotas Pearson‘o
koreliacijos koeficientas R. Nustatyta neigiama koreliacija tarp naviko dydZzio ir vaisto kiekio
vézinése lastelése (R =-0,86, p <0,001) atitinka musy hipoteze, kad naviko dydis vaisto suleidimo
dieng turi jtakos vaisto susikaupimui lgstelése ir atitinka gautus peliy iSgyvenamumo rezultatus
(11 pav.) Galima daryti prielaida, kad naviko dydis vaisto suleidimo dieng (ligos stadija) lemia
vaisto jsisavinima lastelése ir pasalinima 18 jy.
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11 pav. Neigiama koreliacija (R = 0,86, p < 0,001) tarp Dox kiekio ir EL4 naviko dydZio peliy
pilvaplévés ertméje

Fig. 11 Negative correlation (R = -0.86, p < 0.001) between Dox content and EL4 tumour size in the
peritoneal cavity of mice

3.1.3.3. Plazmos doksorubicino vertinimas C57BL6/NCr pelése

Doksorubicino kiekio tiriamy peliy kraujo plazmoje vertinimas neparodé skirtumy
nepriklausomai nuo naviko dydzio vaisto suleidimo dieng. ISgydyty, atkrycio, atspariy
C57BL6/NCr peliy grupése vidutiné plazmos doksorubicino koncentracija 60 minuciy po
injekcijos buvo atitinkamai: 0,25 £ 0,066 ng/ul, 0,22 £+ 0,054 ng/ul, 0,21 £ 0,049 ng/ul. Kontrolei
buvo pasirinktos EL4 naviko neturin€ios sveikos C57BL6/NCr pelés. Nustatyta vaisto
koncentracija 60 min. po injekcijos Sioje grupéje buvo 0,25 + 0,050 ng/pl.

Gauti EL4 Iasteliy kiekio, tankio, peliy svorio duomenys doksorubicino suleidimo dieng bei
Sio vaisto koncentracijos matavimo 60 minuciy po injekcijos rezultatai suraSyti 3.2 lentel¢je.
Doksorubicino kiekis EL4 lastelése buvo vertintas pagal vidutinj fluorescencijos kanalo poslinkj

dMCF. Kur taikytina, 10° Igsteliy skai¢ius buvo prilygintas 1 mg naviko masés.
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3.2 lentelé. Dox koncentracija plazmoje ir PerC lgstelése 60 min po 15 mg/kg Dox injekcijos

Table 3.2. Dox content in plasma and PerC cells 60 min after 15 mg/kg Dox injection

Tiriamos grupés

Rodiklis < e
“I t b “Atk b “At 2
Sveikos pelés s.gydy q. ] ryelo ) .sparunTo
peliu grupé peliu grupé peliu grupé

Plazmos Dox

0,25 + 0,050 0,25+£0,066 | 0,22+0,054 | 0,21 +0,049
(ng/ul)
Vidulastelinis Dox PerC
(ng/10° lgstelées arba | 10,75+ 0,35 10,5+ 0,71 8,7+0,42% 6,3 +0,99*
ng/mg)
PerC lasteliy sk. 224030 234030 284021 | 242+ 0.40%*
(n*10°)
EL4 lasteliy sk. PerC 1 1 4 0,2+ 0,03 0,6+008 | 22,5+031%*
(nx 10°
EL4 ascito masé (mg) N.A. 0,2 0,6 22,5
Vidulastelinis Dox EL4

N.A. 85+£2,.2 58 +£1,7* Tl 25 2, 5
lgstelése (AMCF) ’ 7 ’
Gyviny kiino masé (g) 20,0 + 0,87 19,9 + 0,43 19,9+ 0,95 20,3 +0,70
Naviko ir gyviino kiino | 0,001 0,003 0,045
masiy santykis (%)

Ivertinus plazmos doksorubicino farmakokinetika, jokiy vaisto koncentracijos plazmoje
sasajy su naviko dydziu, tankiu bei bendru gydymo efektyvu nustatyta nebuvo. Galima daryti
prielaida, kad ne plazmos, bet biitent audiniuose sukaupto vaisto kiekis atlieka esminj vaidmenj,

lemiantj prieS§vézinj aktyvuma.

3.1.4. Sisteminis doksorubicino hematologinis poveikis

Siekiant jvertinti doksorubicino sisteminj poveikj, automatiniu CBC analizatoriumi buvo
vertinti C5S7BL6/NCr peliy kraujo rodikliai. Bendras kraujo tyrimas buvo vykdomas praéjus
48 valandoms ir po 10 dieny po 15 mg/kg Dox dozés suleidimo. Visoms peléms, nepriklausomai
nuo Dox suleidimo dienos, buvo nustatytas reikSmingas leukocity, limfocity ir monocity
sumazéjimas palyginus su kontrole. Pra¢jus 48 val. po vaisto suleidimo leukocity sk. sumaz¢jo
nuo 7,5 + 0,67-10°/L kontrolinése pelése iki 2,5 + 0,46-10°/L (p = 0,00081), 2,6 + 0,25-10°/L
(p =0,00270) ir 2,5+ 0,40-10°/L (p = 0,00104); limfocity sumazé&jo nuo 6,0 = 0,70-10%/L iki
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1,2+ 0,35-10°/L (p = 0,00197), 1,6 £ 0,21-10°/L (p = 0,00498), 1,7 +0,70-10°/L (p = 0,00163);
monocity — nuo 1,1+0,15-10°L iki 0,8+0,06-10°L (p=0,03987), 0,7=+0,06-10°/L
(p =0,02278) ir 0,5 + 0,23-10°/L (p = 0,02565) atitinkamai i8gydyty, atkry¢io ir atspariy peliy
grupese.

Tarp Siy grupiy, nepriklausomai nuo gydymo schemos, jokiy reikSmingy leukocity,
limfocity ir monocity kiekio skirtumy nebuvo nustatyta. Pakartotinas kraujo rodikliy vertinimas
10 dieng po doksorubicino suleidimo parodé visiska limfocity, leukocity ir monocity skaiciaus
atsistatymg visose tirtose grupése. Doksorubicino poveikis granulocity, trombocity, hemoglobino
kiekiui nenustatytas (12 pav.). Pakartotinas kraujo tyrimas 10 dieng po doksorubicino injekcijos
parodé visisSka kraujo rodikliy atsigavimg tirtose atkrycCio ir i§gydyty peliy grupése (3.3 lentele).
Vidutinis atspariy peliy iSgyvenamumas buvo apie 14 dieny, dél to 10 dieng po dox injekcijos,
t.y. 19-3 dieng po EL4 naviko suleidimo kraujo vertinimo Sioms peléms atlikti nebebuvo
jmanoma.

Kai kuriy tyrimy duomenimis, vidutiné eritrocity apimtis MCV (angly k. mean
cell/corpuscular volume) ir vidutinis trombocity tiiris MPV (angly k. mean platelet volume)
vaidina svarby vaidmen;j atsake j chemoterapinj gydyma [65], [170]-[172]. Miisy tyrime jokiy
MPV ir MCV skirtumy nebuvo nustatyta.
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12 pav. Sisteminis 15 mg/kg dox poveikis isgydyty (3 dieng po EL4 lgsteliy suleidimo gauta dox dozé),
atkrycio (5 dieng) ir atspariy (9 dieng) C57BL6/NCr peliy grupése (n = 3)

Kraujo rodikliai tirti po 48 val. po vaisto suleidimo. Nustatytas reiksmingas leukocity (WBC), limfocity
(LY) ir monocity (MO) sumazéjimas po Dox injekcijos visose Dox gavusiose pelése. Kontrolé — Dox
injekcijos negavusios C57BL/6NCr pelés. Statistiné analizé atlikta GraphPad Prism 9.0.2 programine
jranga.

* < 0,05 **p < 0,01, ¥***p < 0,001.

Fig. 12. Systemic effect of doxorubicin 48 h after 15 mg/kg drug injection in cure (‘ISgydytos’), relapse
(‘Atkrycio’) and resistant (‘Atsparios’) C57BL6/NCr mice (n = 3)

Significant decrease in number of leukocytes (WBC), lymphocytes (LY) and monocytes (MO) was observed
after Dox injection in all treated mice. ‘Kontrolé’ — untreated, control C57BL/6NCr mice. Statistical
analysis was performed with GraphPad Prism 9.0.2 software. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Tirty CS7BL6/NCr peliy kraujo rodikliai po 48 val. ir po 10 dieny po 15 mg/kg
doksorubicino dozés suleidimo surasyti 3.3 lentel¢je. Kadangi sisteminis doksorubicino poveikis
tarp pagal skirtingg protokolg gydyty peliy nesiskyré (zr. 3.3 lent.), galima teigti, kad nustatytas
skirtingas gydymo atsakas nulemtas butent vidulgsteliniu vaisto pasisavinimu ir jo susikaupimu
lasteliy viduje.

3.3 lentele. Sisteminis hematologinis poveikis praéjus 2 d. ir 10 d. po 15 mg/kg Dox suleidimo skirtingose
naviko augimo stadijose

Table 3.3. Systemic haematological effects 2 days and 10 days after a single 15 mg/kg Dox injection at
different stages of tumour growth

[Kraujo rodikliai

HGB MCV PLT MPV WBC LY MO GR
g @  10L) (f) (10°L)  (10°L) (10°L) (10°L)

Laikas po Dox suleidimo
(dienos)

Kontrolé (be Dox) 142484 46+£0,6 751£70,7 6,8+0,61 7,5£0,67 6+0,70 1,1£0,15 0,3+0,06

Sveikos pelés,
kurioms buvo139+7,8 46+0,6 713%£100,6 7,5+0,102,5+0,40 1,3+0,250,8+0,05 0,4+0,12
suleista Dox

(13 4 ”»
Bgydytu” 140106 46£1,0 6584759 7.440322,54046 12+0,350,840,06 0,5+0,1

2 diena po peliy grupé

injekcijos "atkry&io"

grupe 143+6,0 46+0,6 639+121,0 7,3+0,26 2,6+0,25 1,6+0,210,7+0,06 0,3+0,15

"atspari"

. . 139+£5,8 47+0,6 671+£89,1 7,3+0,312,5+0,40 1,7+0,700,5+0,23 0,3+0,15
peliy grupé

Isgydytq . 144+£15,147+1,2 763+160,2 6,7+0,21 7,3+0,38 5,9+0,151,1+0,15 0,3+0,15
peliy grupé
10 diena po
injekcijos
"atkryc¢io"

e 140£16,8 46+0,6 768+105  6,6+0,51 6,8+0,93  5,3+0,6 1,2+0,21 0,3+0,12

3.1.5. Apibendrinimas

Tyrimo metu parodéme, kad priesvéZinio gydymo rezultatai nekoreliavo su chemoterapinio
vaisto doksorubicino kiekiu peliy kraujo plazmoje. Doksorubicino koncentracija tiriamy peliy
kraujo plazmoje 60 min. po injekcijos nesiskyré tarp tiriamy grupiy. Sisteminio citostatiko
poveikio vertinimas taip pat neparodé jokiy skirtumy misy tirtose peliy grupése. Visose trijose
grupése 48 val. po doksorubicino suleidimo pastebéta leukopenija (daugiausia dél sumazéjusio
limfocity ir granulocity skai¢iaus) bei trombocitopenija. Prag¢jus 72 valandoms po injekcijos,
vaisto koncentracija plazmoje buvo Zemiau aptikimo ribos. Tuo tarpu nedideli doksorubicino

kiekiai peliy pilvaplévés ertmés lastelése buvo randami maziausiai 10 dieny po vaisto injekcijos.
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Misy duomenimis, ne plazmos, bet butent vidulgstelinio doksorubicino koncentracija
koreliavo su terapiniu efektyvumu misy tyrime. Naviko dydis ir tankis doksorubicino injekcijos
dieng tur¢jo lemiamos reikSmés vidulastelinio vaisto susikaupimui, naviko atkry¢iui ir gydymo
prognozei.

Gauti tyrimy rezultatai leidzia teigti, kad net nedidelis véziniy lgsteliy tankio padidéjimas
ankstyvoje avaskulin¢je naviko augimo stadijoje gali lemti reikSmingus citotoksiniy vaisty
susikaupimo ir sulaikymo lastelése skirtumus ir buti lemiamu veiksniu gydymo efektyvumui
prognozuoti. Sis reiskinys pana3us j apra$yta in vitro inokuliacijos efekta, kai vaisto pasisavinimas
lastelése buvo atvirksc¢iai proporcingas Iasteliy skaiciui [38].

Vidulgstelinio doksorubicino steb¢jimas navika turinciose Igstelése gali biiti patogi
priemong toliau tirti §j reidkinj. Siy tyrimy rezultaty klinikinis pritaikymas galéty bati galimybé
atlikti doksorubicino jsisavinimo kraujyje ir jo kiekio limfocituose tyrimus pacientams, kurie yra
gydomi chemoterapija. Sis metodas galéty biiti naudojamas kaip papildoma priemoné nustatyti
kiekvieno paciento individualy vaisto jsisavinimg ir sulaikyma kraujyje ir tokiu biidu jau gydymo

eigoje esant poreikiui tikslinti prie§vézinio vaisto doze siekiant geriausiy gydymo rezultaty.

3.2. SL2 limfomos TSDR modelis

Doksorubicino C57BL6/NCr peliy EL4 limfomos modelyje tyrimai parodé naviko dydzio
sasajas su vaisto susikaupimu lgstelése ir terapiniu efektyvumu. Kity autoriy tyrimai rodo, kad kai
kuriy citostatiky (pvz. platinos junginiy) likuciai audiniuose yra randami praéjus ilgam laikui po
gydymo ir yra siejami su Salutiniu gydymo toksiSkumu [17], [173]. Visgi chemoterapiniy vaisty
susikaupimas audiniuose gali biiti susijes ne tik su Salutiniu poveikiu, bet ir su naviko lasteliy
buvimu ramybés bilisenoje (angly k. dormancy) ir remisija, o citotoksiniy junginiy iSmetimas 18§
naviko lgsteliy gali lemti naviko atsinaujinima net po ilgo remisijos laikotarpio. Siekdami jvertinti
vaisto susikaupimo lastelése su naviko atkryciu sgsajas, mes sukiiréme dviejy Zingsniy ramybeés
buisenos/atsinaujinimo TSDR SL2 limfomos modelj DBA/2 pelése (angly k. TSDR — two step

dormancy/recurrence) (zr. 2.3.6.2, 13 pav.).

57



A A b A

SL2 48 val.in SL2 + Dox SL2+Dox %
: 60 d. stebéjimas
4 vitro > ominsrc FCM ) ! 4
V- A 4 V-
SL2 gyvybingumo Dox pasalinimas 5 *105SL2+ Dox
vertinimas 1.p. DBA/2

13 pav. DBA/2 peliy SL2 T limfomos TSDR modelis

DBA/2 peliy pateléms 0 dieng (eksperimento pradzioje) implantuota 5*10° SL2 limfomos lgsteliy,
30 min. preinkubuoty su Dox 37 °C temp. Kontrolé — SL2 be Dox. Stebéjimas 60 dieny

Fig. 13. TSDR SL2 T lymphoma model in DBA/2 mice

On day 0 female DBA/2 mice were implanted with 5*10° SL2 lymphoma cells, preincubated for
30 min at 37°C with Dox. ‘Kontrolé’ - SL2 cells without Dox. Mice were observed for 60 days

Tyrimams buvo parinktos SL2 T limfomos Iastelés, nes jos pasiZzyméjo jautrumu
doksorubicinui tieck DBA/2 pelése in vivo, tiek Iasteliy kultiroje in vitro bei specifiniu imuniniu
fenotipu, leidZianciu sekti véziniy Igsteliy kiekio pokycius ascito méginiuose ir tokiu biidu stebéti

ligos eigag ir gydymo efektyvuma.

5] SL2 5 SL2
A B 346

1073 55.0 10

0 50K 100K 150K 200K 250K 0 S0 100K 150K 200K 250K
FSC-A FSC-A

14 pav. In vitro kultivuoty A) ir is DBA/2 peliy pilvaplévés ertmés isskirty B) lgsteliy vertinimas
tekmes citometru. Skyrikliu (angly k. gate-vartai) apibrézta SL2 limfomos Ilgsteliy populiacija.

Fig. 14. Flow cytometry analysis A) of in vitro cultivated and B) from the peritoneum cavity of DBA/2
mice isolated cells. The gate defines the population of SL2 lymphoma cells.

Be to, dél SL2 Igsteléms biidingy specifiniy Sviesos sklaidos charakteristiky jas buvo galima
aiSkiai identifikuoti FSC-A vs. SSC-A lange peliy ascito méginiuose netgi esant kity lasteliy
priemaisy (14 pav.).
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Tiriant SL2 limfomos lgsteliy linijg t€kmés citometrijos metodu buvo nustatyta, kad SL2 Igstelés

iSlaiké T limfocitams biidingas charakteristikas [174], pasizyméjo CD3+CD8+CD4-
CD44+CD45+ imuniniu lasteliy fenotipu (15 pav.).
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15 pav. SL2 lgsteliy imuninio fenotipo vertinimas tékmés citometru

Paveiksle pavaizduotas lgsteliy pasiskirstymas pagal: A) dydj (FSC asis) ir gridétumg (SSC asis), B) CD3, C)
CD45, D) CD4, E) CD8, F) CD44 zZymenis. Tékmés citometrijos duomenys analizuoti FlowJo programine
jranga. B-F pav. nurodyti tirti Zymenys ir fluoroforai, y asyje — normalizuotas lgsteliy sk. raudona sp. —
atitinkamu antikiinu pazZymeétos lgstelés, sviesiai mélyna sp. — nedazyta kontrole.

Fig. 15. Immune phenotype of SL2 cells analysed by flow cytometry

A) SL2 cells are distributed according to size versus granularity (FSC-A vs. SSC-A axis. B-F) histograms
show the expression of> B) CD3; C) CD45; D) CD4, E) CDS8; F) CD44; markers. Y axis - normalized cell
count, X axis - mean channel fluorescence (MCF). Light blue colour - autofluorescence, unlabelled control

cells.

Flow cytometry data were analysed with FlowJo software.

3.2.1. SL2 lasteliy, inkubuoty su doksorubicinu, vertinimas tékmés citometrija

Pries pradedant in vitro — in vivo eksperimentus, SL2 Igstelés buvo inkubuotos 30 minuciy
37 °C temperatiiroje su 0,05 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,2 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/ml,
10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 ng/ml, 80 pg/ml chemoterapinio vaisto doksorubicino koncentracijos
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tirpalais pagal 2.3.6.2 protokolg ir analizuotos tékmeés citometru. Vaisto susikaupimas lgstelése,
iSreikStas vidutine kanalo fluorescencija (angly k. MCF — mean channel fluorescence),
pavaizduotas 16 pav. 0,05 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 10,0 pg/ml doksorubicino

koncentracijos tirpalai buvo atrinkti tolesniems in vivo tyrimams.
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[opd
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)
1

Normalizuotas lasteliy sk.

10 pg/ml

Vidutiné kanalo fluorscencija (MCF)

<
|

0.05 ug/ml

0.01 0.1 1 10 100

Doksorubicino koncentracija pg/ml

16 pav. Doksorubicino SL2 lgstelése vertinimas tékmés citometrija

Dox vidutiné kanalo fluorescencija (angly k. MCF-mean channel fluorescence) pavaizduota y asyje
(linijiné skale). Vaisto koncentracijos pavaizduotos X asyje log skaléje. Punktyrais pazymétos
tolesniems in vivo tyrimams atrinktos koncentracijos (0,05 ug/ml, 0,1 ug/ml, 0,5 ug/mi, 1,0 ug/mi,
10,0 ug/ml). Histogramose pavaizduotas Dox fluorescencijos poslinkis. FlowJo programiné jranga.
Grafikas paruostas Origin 8.5 programa.

Fig. 16. Flow cytometry analysis of doxorubicin uptake in SL2 cells

Dox mean channel fluorescence (MCF) is plotted on the Y axis (linear scale). Drug concentrations
are plotted on the X axis on a log scale. 0.05 ug/ml, 0.1 pg/ml, 0.5 ug/ml, 1.0 ug/mli, 10.0 ug/ml
drug concentrations were selected for further in vivo studies. The shift in Dox fluorescence is
shown in histograms (FlowJo software). The graph was performed by OriginPro 8.5 software.
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3.2.2. DBA/2 peliy iSgyvenamumo tyrimai
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Laikas po SL2 suleidimo (dienos)

17 pav. DBA/2 peliy isgyvenamumo vertinimas

Pelems buvo suleista 5*10° SL2 Igsteliy, 30 min 37 °C temp. inkubuoty be arba su skirtinga dox
koncentracijos (0,05 ug/ml, 0,1 ug/ml, 0,5 ug/ml, 1,0 ug/mi, 10,0 ug/ml) tirpalais. DBA/2 peliy
isgyvenamumo mediana: kontrolée — 16 d., n = 7; 2) Dox 0,05 ug/mi— 17 d., p = 0,4741,

HR =1,481, n=3; 3) Dox 0,1 ug/ml—16d., p = 0,1940, HR= 1,662, n = 6, 4) Dox 0,5 ug/ml —

19d,p=04711, HR =0,4761, n = 3; 5) Dox 1,0 ug/ml —19,5d., p = 0,0615, HR = 0,4761, n = 6;

6) Dox 10 ug/ml —> 60 d. (iSgydytos), (p = 0,0004***), HR = 0,09486, n = 6. Grafikas gautas
OriginPro 8.5 programine jranga. ISgyvenamumo medianos, HR ir p reiksmés apskaiciuotos su
GraphPad Prism 9.0.2 programa (Log-rank testas).

Fig. 17 Survival assessment of DBA / 2 mice

Mice were injected with 5*10° SL2 cells, preincubated for 30 min at 37°C with or without different
conc. of Dox (0.05 ug/ml, 0.1 ug/mi, 0.5 ug/mi, 1.0 ug/mi, 10.0 ug/ml). Median survival of DBA/2
mice: 1) Untreated mice (‘Kontrolé’) — 16 days, n = 7; 2) Dox 0.05 ug/ml—17 d., p = 0.4741,
HR = 1481, n=3; 3) Dox 0.1 ug/ml — 16 days, p = 0.1940, HR = 1.662, n = 6;

4) Dox 0.5 ug/ml — 19 days, p = 0.4711, HR = 0.4761, n = 3, 5) Dox 1.0 ug/ml - 19.5 days,

p =0.0615 HR = 0.4761, n = 6, 6) Dox 10 ug/ml -> 60 d., (p = 0.0004 ***), HR = 0.09486, n = 6.
The graph was obtained with OriginPro 8.5 software. Median, HR, and p values were calculated
with GraphPad Prism 9.0.2 (Log-rank test).
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Chemoterapinio vaisto doksorubicino susikaupimo vézinése lastelése su prieSvézinio
gydymo efektyvumu ir bendru iSgyvenamumu sgsajy vertinimui SL2 T limfomos Igstelés buvo
inkubuotos su 0,05 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 10,0 pg/ml doksorubicino
hidrochlorido tirpalais pagal 2.3.6.2 skyriuje apraSyta metodikg ir suleistos i DBA/2 peliy
pilvaplévés ertme.

Gydymo atsakas buvo lyginamas su negydytomis pelémis (kontrolé¢). Kontroliniy peliy
grup¢je (n = 7) vidutinis i§gyvenamumas buvo 17,14 + 1,95 d., iS§gyvenamumo mediana (angly k.
median survival) buvo 16 dieny. Vertinant doksorubicino kiekio poveikj tiriamy gyviny
gyvenimo trukmei nustatyta, kad tik 10 pg/ml doksorubicino koncentracija buvo veiksminga. Su
Siuo vaisto kiekiu inkubuotas SL2 Igsteles gavusios DBA/2 pelés iSgyveno daugiau nei 60 dieny
(p =0,0004, HR = 0,09486, n = 6) ir buvo laikomos iSgydytomis. Tiriamy peliy, kurioms buvo
suleista su vidutine (1 ug/ml ar 0,5 pg/ml) doksorubicino koncentracija inkubuoty SL2 lasteliy,
vidutiné i§gyvenimo trukmé buvo atitinkamai 21,17 + 3,54 d. ir 19,33 + 0,58 d., i§gyvenamumo
mediana buvo atitinkamai 19,5 d., (p=0,0615, HR=0,4761, n=6) ir 19 d. (p=0,4711,
HR =0,4761, n = 3). Dar mazesnis citostatiko kiekis (0,1 pg/ml, ir 0,05 pg/ml) neparodé jokiy
skirtumy lyginant su kontrole. ISgyvenamumo mediana $iose grupése buvo atitinkamai 16 d.
(p=0,1940, HR = 1,662, n = 6) ir 17 d. (p = 0,4741, HR = 1,481, n = 3), o vidutiné gyvenimo
trukmé — atitinkamai 16,17 £ 1,6 d. ir 17 + 1,79 dienos. ISgyvenamumo rezultatai pavaizduoti
17 pav.

DBA/2 peliy patelése, kurioms buvo implantuotos su 0,05-1 pg/ml Dox doze inkubuotos
SL2 Igstelés taip pat buvo stebimas peliy kiino svorio did¢jimas palyginus su 0 diena. Kontrolingje
grupg¢je, reikSmingesnis svorio padidéjimas (A) buvo lygus 8,35+ 0,6 g, 15dieng A =12,5+3,1 g.
15 dieng po SL2+Dox lasteliy implantacijos grupése buvo nustatytas vidutinis 3,2 g, 7,9 g, 11,7 g
peliy svorio didéjimas atitinkamai 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,1 pg/ml Dox peliy grupése. Vélesnése
stadijose taip pat buvo stebimas hemoraginiams navikams biidingas rySkus eritrocity skaic¢iaus

padidéjimas [169]. Gauti rezultatai panasiis ] miisy tyrimy duomenis su EL4 limfomos modeliu.

3.2.3. Doksorubicino plazmos farmakokinetikos vertinimas

Matuojant plazmos doksorubicino farmakokinetikg sveikose DBA/2 pelése, peliy kraujas
buvo tirtas pra¢jus 5 min, 15 min, 30 min, 60 min, 6 val., 48 val., 72 val. po 15 mg/kg vaisto
injekcijos. Doksorubicino koncentracijos mazéjimas pavaizduotas 15 pav. Tiek C57BL6/NCr, tiek
DBA/2 pelése didziausia Dox koncentracija plazmoje Cmax buvo 1,33 pg/ml (5 min. po injekcijos).
Doksorubicino pasiskirstymo tiiris Vg (angly k. volume of distribution) — 128,4 L/kg.

Apskaiciuotas plotas po doksorubicino koncentracijos plazmoje kreive 72 val. po injekcijos
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laikotarpiu AUCo.72 buvo 3,6 pg*h/ml, klirensas (Cl — angly k. clearance) buvo lygus

3,1 L/(kg*h), o pus¢jimo trukmé ty, — 28,8 val. Praéjus 72 val. po injekcijos vaistas plazmoje

nebebuvo randamas. Jokiy doksorubicino plazmos farmakokinetikos s3sajy su gydymo

efektyvumu nebuvo nustatyta. Palyginimui, misy TSDR modelyje efektyviai 10 pg/ml

doksorubicino koncentracijai apskaiciuotas AUCo.o,5s buvo lygus 5 pg*h/ml (18 pav.).
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18 pav. Dox farmakokinetika DBA/2 kraujo plazmoje 72 val. po 15 mg/kg Dox injekcijos

K. =0,024h", V;=1284 L/kg, twae = 5 min, Cpax = 1,33 ug/ml, AUCy.72 buvo 3,6 ug*h/ml,
MRT = 41,67 h, Cl = 3,1 L/(kg*h), ti;; = 28,8 h. GraphPad Prism programa.

Fig. 18. Pharmacokinetics of plasma Dox in plasma 72 hours after a single 15 mg/kg Dox injection

Ko =0.024h" Vy=128.4 L/kg, tmar = 5 min, Cuax = 1.33 ug/ml, AUCy.7> was 3.6 ug*h/ml,
MRT = 41,67 h, Cl = 3,1 L/(kg'h), ti;,= 28,8 h. Values were obtained by GraphPad Prism software.

3.2.4. Apibendrinimas

PanaSts  doksorubicino  ramybés/atsinaujinimo  (dormancy/recurrence)  modelio

eksperimentai buvo atlikti 2014 metais su SUM159 kriities vézio lasteliy linija, kai buvo taikyta

2 dieny inkubacija su 1 pg/ml doksorubicinu [24]. Mes savo tyrimams pasirinkome 0,05-10 pg/ml
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Dox koncentracijg ir trumpesng 30 min. inkubacijg, nes tokia trukmé labiausiai atitinka vaisto
plazmos farmakokinetikg in vivo. Tokios trukmés lgsteliy inkubacija 37 °C taip pat nepakenké
SL2 lasteliy gyvybingumui misy tyrimuose (duomenys nepateikti). Suleidus SL2 limfomos
lasteles, 30 min., inkubuotas 10 pg/ml dox tirpale, navikas neuzaugo ir pelés iSliko sveikos.
Mazesnés dox koncentracijos (0,05-1,0 pug/ml) nebuvo veiksmingos.

Plazmos dox koncentracijos tyrime nustatéme didziausia plazmos koncentracija

max = 1,33 pg/ml, iSmatuotg 5 min. po vaisto injekcijos. Miisy duomenys atitinka kity autoriy

parodyta didziausia dox koncentracija plazmoje 1-4 pg/ml. Misy parodyta veiksminga 10 pg/ml
dox koncentracija plazmoje nebuvo pasiekta, taciau apskaiciuotas dox AUCy.o5 naviko Igstelése
buvo lygus 5,0 pg-h/ml, kai plazmos AUCo-72 (3,6 png-h/ml).

Misy pasitilytas TSDR galéty biiti patogi priemoné tirti audiniuose sukaupto vaisto jtaka
naviko atkryciui ir gydymo efektyvumui.

3.3. Chemoterapinio vaisto doksorubicino stabilumo tyrimai

Daugelis prieSvéziniy vaisty, pateke 1 audinj, gali iSlaikyti jame itin ilgai — ménesius ar net
metus [15], [16], [103], [175]. Dox susikaupimas iSgyvenusiy onkologiniy pacienty audiniuose
siejamas su jy sukeliamu ilgalaikiu neurotoksiniu ir kardiotoksiniu Salutiniu poveikiu [1], [19], [176].

Siekéme jvertinti fiziologiniy organizmo salygy (Zmogaus kiino temperatiiros) ilgalaikj
poveikj doksorubicinui. Tuo tikslu doksorubicino hidrochlorido (2 mg/ml) tirpalas buvo laikomas
15d., 120 d. arba 365 d. 37 °C temperatiiroje in vitro.

Vaisto stabilumg, mielosupresinj aktyvuma, gebéjima selektyviai jungtis prie lastelés
branduolio ir kitas savybes tyréme naudodami konfokaling mikroskopija, HPLC, Ramano

spektroskopija, tekmeés citometrijg ir kitus metodus.

3.3.1. Stabilumo tyrimas HPLC pagalba

120 d. 37 °C laikyto doksorubicino hidrochlorido tirpalo (2 mg/ml) (Dox-dgr) stabilumas
buvo vertinamas didelio nasumo skys¢iy chromatografijos (HPLC) metodu. Vidiniu standartu buvo
naudojamas daunorubicino hidrochlorido (1 pg/ml) DAU tirpalas, kurio pikas matomas ties
17,2 min. SvieZio doksorubicino atveju chromatogramose matomas vienas pikas (11,15 min). 37 °C
temperatiiroje laikyto doksorubicino Dox-dgr chromatogramoje be pagrindinio piko (11,15 min)
matomi papildomi pikai (7 min., 8,5 min, 10,5 min, 16,49 min, 17,33 min), nebiidingi SvieZiam
doksorubicinui (Dox). Matomas 16,8 karty mazesnis pagrindinis Dox-dgr pikas ties 11,15 min. rodo

sumazéjusi, bet ne pilnai suirusj doksorubicing po 120 d. temperatiirinio poveikio (19 pav.).
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19 pav. Sviezio (A) ir 120 dieny 37 °C temperatiiroje laikyto Dox (B,C) chromatogramos

Dox pikas — 11,15 min. A, B) Vidiniu standartu buvo naudojamas 1 ug/ml daunorubicino
hidrochlorido (DAU) tirpalas. DAU pikas — 17,2 min. C) Vidinis standartas DAU nebuvo
naudojamas, papildomi pikai (7 min; 8,5 min; 10,5 min, 16.49 min; 17.33 min) rodo prasidéjusiq
Dox degradacijq.

Fig. 19 Chromatograms of (A) fresh Dox (A) and (B, C) Dox, for 120 days stored at 37°C

Dox peak -11.15 min A, B) A 1 ug/ml solution of daunorubicin hydrochloride (DAU) was used as an
internal standard. DAU peak - 17.2 min C) Internal standard DAU was not used, additional peaks
(7 min, 8.5 min, 10.5 min, 16.49 min, 17.33 min) indicate onset of Dox degradation.
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Sugertis

3.3.2. Doksorubicino sugerties ir fluorescencijos spektru vertinimas
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20 pav. paprasto A, B) ir liposominio C) Doksorubicino sugerties spektrai (normalizuoti)

A) Sviezio (dox) ir 365 dienas 37 °C temp. laikyto (dox-365) sugertis; B) SvieZio (dox) ir 120 dienas
37°C temp. inkubuoto (dox-120) vaisto sugertis; C) liposominio doksorubicino sugerties spektrai
pries (Caelyx) ir po 365 d. 37 °C temp. poveikio (Caelyx-dgr). X asyje nurodytas bangos ilgis
(nm), Y asyje — normalizuota sugertis. Grafikai sukurti naudojant OriginPro 8.5 programine
jrangq.

Fig. 20 Absorption spectra of free A, B) and liposomal C) doxorubicin (normalized)

Absorption spectra of: A) fresh Dox and drug, 365 days incubated at 37°C (Dox-365); B) fresh Dox and
drug, 120 days incubated at 37°C (Dox-120),; C) Absorption liposomal doxorubicin before (Caelyx) and
after 365 days temp. exposure (Caelyx-dgr). The X axis shows the wavelength (nm) while normalized
absorption is shown on the Y axis. OriginPro 8.5 sofiware.
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Doksorubicino sugerties ir fluorescencijos spektrai buvo vertinami paruostuose 20 pg/ml
koncentracijos PBS tirpaluose. SvieZio doksorubicino sugerties spektras turéjo bidinga smaile
(pika) ties 480 nm bangos ilgiu (20 pav. A).

Vertinant 37 °C temperattros paveikto doksorubicino (Dox-365) sugerties spektra gautas
juostos iSplétimas su reikSmingu hipochromizmu spektro srityje tarp 415-540 nm ir silpnas
hiperchromizmas spektringje srityje vir§ 540 nm lyginant su Sviezio doksorubicino (Dox) spektru
(20 pav. A). Tuo tarpu vidutinés (120 d.) trukmés inkubacija pasizyméjo ne tokiu reikSmingu
poveikiu, léme ne tokj reikSmingg hipochromizma 415-540 nm spektro srityje (20 pav. B).

Vertinant ilgalaikj (365 d.) zmogaus kiino fiziologinés temperattiros poveikj liposominio
doksorubicino sugerties spektrui, buvo stebétas mazesnis juostos iSplaté¢jimas su silpnesniu
hipochromizmu 415-540 nm bangos srityje lyginant su spektru paprasto doksorubicino atveju
(20 pav. C). Tirty antracikliny daunorubicino ir epirubicino sugerties spektrai pries ir po 37 °C
temperatiiros poveikio pavaizduoti priede C.

ReikSmingas doksorubicino fluorescencijos sumazéjimas po ilgalaikés inkubacijos 37 °C
temperatiiroje buvo stebimas tiek apSvietus méginius mélyna Sviesa (21 pav. C), tiek vertinant
vaisto fluorescencijos intensyvuma (21 pav. A). Nustatyti trys doksorubicino pikai ties 560 nm,
594 nm ir 638 nm bangos ilgiu. DidzZiausias Sviezio doksorubicino fluorescencijos intensyvumas
ties 594 nm piku buvo lygus 68567, o tuo tarpu Silumos paveikto doksorubicino fluorescencijos
intensyvumas matuojant ties tuo paciu bangos ilgiu buvo 40 k. mazesnis (21 pav. A).

Sugerties spektro pokytis kartu su nustatytu fluorescencijos intensyvumo sumaZzéjimu
doksorubicino PBS tirpaluose gali biiti susijes su vaisto agregacija ir (arba) dimerizacija [177].

Tiriant 1ilgalaikj fiziologinés zmogaus kiino temperatiiros poveiki liposominio
doksorubicino ,,Caelyx* fluorescencijai tirpale, prieSingai nei paprasto doksorubicino bei kity tirty
antracikliny epirubicino ir daunorubicino atveju (priedas D), nustatytas fluorescencijos

intensyvumo padidéjimas (21 pav. B).
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Fluorescencijos intensyvumas
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21 pav. Sviezio (Dox) ir 365 dienas 37 °C temperatiiroje laikyto (Dox-365) tirpaly (20 ug/ml PBS: A)
Sfluorescencijos intensyvumas, C) vaizdinimas apsvietus plastikines kiuvetes mélyna sviesa. 21 pav. A)
Trys pikai ties 560 nm, 594 nm ir 638 nm bangos ilgiu, B) svieZio (Caelyx) ir 365 dienas 37 °C
temperatiroje laikyto (Caelyx-3635) liposominio doksorubicino fluorescencijos intensyvumas.
OriginPro 8.5 programa.

Fig. 21. A) Fluorescence intensity of fresh (Dox) and 365 days at 37°C (Dox-365) solutions
(20 ug/ml) in PBS; C) imaging of plastic cuvettes with Dox and Dox-365 solutions exposed to blue
light. Fig.21 A) Three peaks at 560 nm, 594 nm and 638 nm,; B) Fluorescence intensity of fresh
(Caelyx) and liposomal doxorubicin (Caelyx-365) stored at 37 °C for 365 days. OriginPro 8.5
software.



3.3.3. Chemoterapiniy vaisty stabilumo tyrimai Ramano spektroskopijos metodu

Pastaraisiais metais Ramano spektroskopija uzima vis svarbesne¢ nisg farmakologijoje, kur
gali biiti pritaikoma kuriamy vaisty aktyvumo, fizikiniy ir cheminiy savybiy tyrimuose [178]. Nors
nustatyti vaisty ir jy skilimo produkty analizés metodai daugiausia yra pagrjsti chromatografijos
metodais (pvz., HPLC, LC-MS), jie yra brangis ir reikalaujantys daug laiko. Miisy duomenys
rodo, kad norint greitai jvertinti antracikliny degradacija, galima taikyti Ramano spektroskopija,
kurios pagalba gauti duomenys gerai koreliuoja su HPLC analize.

Siekiant stebéti ilgalaikj 37 °C temperattros sukelta poveikj chemoterapiniams vaistams,
buvo vertinami Svieziy ir ilgg laikag (> 365 dienas) inkubuoty antracikliny (doksorubicino,
daunorubicino, epirubicino) Ramano spektrai. Poslinkis buvo nustatytas visy temperatiiros
paveikty vaisty Ramano spektruose palyginus su jy Sviezia kontrole. Remiantis gautais
duomenimis, ilgalaikis 37 °C temperatiiros poveikis 1émeé visy tirty antracikliny struktiirinius
poky¢ius (22 pav. B). Vertinant skirtingos laiko trukmés (90 dieny ir > 365 dienas) temperatiiros
poveikj chemoterapiniam vaistui doksorubicinui matomi spektro poky¢iai ties 506 cm™, 1206 cm™,
1445 cm! pikais jau po 90 d. inkubacijos (22 pav. A). Ilgesnj laikg (> 365 dienas) inkubuoto
doksorubicino Ramano spektre matomi didesni $iy piky poslinkiai nei 90 d. inkubuoto dox atveju
leidzia teigti, kad ilgesné inkubacija temperatiiroje lemia vaisto degradacija. Sie duomenys sutapo

su duomenimis, gautais atlikus HPLC, sugerties ir fluorescencijos analizg.
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22 pav. A) Sviezio, 90 ir > 365 dienas 37 °C temperatiiroje laikyto doksorubicino (atitinkamai ,,fresh*,
L1 yr37°C*, ,, 6 yrs 20 °C*) Ramano spektrai

A) Poslinkis Ramano spektre ties 506 cm™, 1206 cm™, 1445 cm™ pikais; B) SvieZio ir >365 dienas
37 °C temperatiiroje inkubuoto doksorubicino (Dox), epirubicino (Epi), daunorubicino (DNR) Ramano
spektrai. c) Pt junginiy (Cis-platinos, karboplatinos, oksaliplatinos) Ramano spektrai. Stabiliis 365
dienas 37 °C inkubuotos karboplatinos pikai ties 475 em™, 545 em™, 933 em™, 957 em, 1445 em’,
1620 cm™ ; stabiliis 5 ménesius 20 °C temp. laikytos oksaliplatinos pikai ties 516 em™, 534 em™, 627 em,
849 em™ | 1262 em™, 1409 em™, 1704 em™ ir stabiliis 6 metus RT laikytos cis-platinos pikai ties 930 em!
ir 527 cm™ lyginant su $vieZiais junginiais.

Fig. 22 (a) Raman spectra of fresh doxorubicin and drug, stored at 37°C for 90 and > 365 days or at
RT for 6 years (‘fresh’, ‘1 yr 37°C”, ‘6 yrs 20°C’ respectively)

A) Shift in the Raman spectrum at 506 cm™, 1206 cm™, 1445 cm™ peaks; (B) Raman spectra of fresh
doxorubicin (Dox), epirubicin (Epi), daunorubicin (DNR) incubated for > 365 days at 37°C; C) No
shift was detected in Raman spectra of Pt compounds (Cisplatin, carboplatin, oxaliplatin. Stable peaks
of carboplatin incubated for 365 days at 37°C at 475 em™) 545 em™, 933 em™, 957 em™! ) 1445 em™,
1620 cm™ ; stable at 516 ecm™, 534 em™, 627 em™, 849 em™, 1262 em™, 1409 em™, 1704 em™ of
oxaliplatin stored for 5 months at 20°C and stable peaks at 930 cm™ and 527 cm™ of cisplatin stored
for 6 years at RT compared to fresh compounds.

Skirtingai nei antraciklinai, né vienas i§ tirty platinos junginiy (cis-platina, karboplatina,
oksaliplatina) Ramano spektro skirtumy, palyginti su $vieziu vaistu, neparodé¢ (22 pav. C).
Pavyzdziui, po 6 mety laikymo kambario temperatiiroje cis-platina parodé tas pacias smailes kaip

1r Sviezias vaistas
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3.3.4. Chemoterapinio vaisto doksorubicino fluorescencijos vertinimas konfokalinés

mikroskopijos metodu

Ilgalaikio 37 °C temperatiros poveikis doksorubicino fluorescencijai SL2 lgstelése buvo

vertinamas konfokaline mikroskopija ir tekmés citometrijos metodu.
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23 pav. Dox a) ir Dox-dgr b) fluorescencijos spektrai SL2 lgsteliy branduoliuose (konfokaliné
mikroskopija, 488 nm suzadinimas)

Fig. 23. Dox a) and Dox-dgr b) fluorescence spectra in SL2 cell nuclei (confocal microscopy, 488
nm excitation)

Matuojant Sviezio (Dox) ir 365 dienas 37 °C inkubuoto (dox-365) doksorubicino
fluorescencija konfokaliniu mikroskopu dominanciuose regionuose (ROI — region of interest),
nustatyta, kad branduolio fluorescencijos intensyvumas buvo 14 karty maZesnis dox-365
meéginiuose (23 pav. B), palyginus su $viezio dox (23 pav. A) meéginiais. Abiejy medziagy
fluorescencijos spektruose buvo matyti 2 pikai ties 600 ir 660 nm bangos ilgiu. SvieZias
doksorubicinas pasizyméjo branduolio selektyvumu. Jo fluorescencija branduolyje buvo 1200
karty didesné¢ nei citoplazmoje (24 pav. A-C). Tuo tarpu > 365 dieny inkubacija 37 °C
temperatiiroje lémeé doksorubicino branduolio selektyvumo praradimg gyvose SL2 lgstelése. Dox-
365 buvo homogeniskai pasiskirstes per visg Igstele tarp citoplazmos ir branduolio (24 pav. D-F).
Selektyvus doksorubicino kaupimasis branduolyje yra svarbus veiksnys vaisto geb¢jimui

interkaliuoti § DNR [179] ir slopinti lasteliy proliferacija, kas lemia vaisto terapinj efektyvuma.

71



i
Y

4 IJ‘.}'_H
F 3 g :"’
" —
.y 10 um .10 »%y:10 um

24 pav. Vidulgstelinio dox (a-c) ir dox-dgr (d-f) fluorescencijos vertinimas konfokaline mikroskopija

Buvo gautas optinis (a, d), fluorescencijos (b, e) ir sulietas (c, f) SL2 lgsteliy vaizdas po inkubacijos
su 10 ug/ml vaisto. Branduolio fluorescencija dox atveju buvo apie 1200 karty didesné nei
citoplazmoje. Tuo tarpu, dox-dgr nepasizyméjo branduolio selektyvumu ir buvo pasiskirstes tolygiai
per visq lgstele.

Fig. 24. Evaluation of intracellular Dox (a-c) and Dox-dgr (d-f) fluorescence by confocal
microscopy

Optical (a, d), fluorescence (b, e) and merged (c, f) images of SL2 cells were obtained after
incubation with 10 ug/ml drug. Nuclear fluorescence of fresh Dox was about 1200-fold higher than
in the cytoplasm. Meanwhile, Dox-dgr lacked nuclear selectivity and was evenly distributed

3.3.5. Ilgalaikio 37 °C temperatiiros poveikio chemoterapinio vaisto doksorubicino

fluorescencijai vertinimas tékmés citometru

Zmogaus fiziologinés kiino temperatiros poveikis paprasto (Dox) ir liposominio
doksorubicino (Caelyx) susikaupimui SL2 lgstelése buvo vertinamas teékmés citometru.

Tékmes citometrijai SL2 lgstelés 30 minuciy buvo inkubuotos 37 °C temperatiiroje su
Svieziais ir 15 dieny ir/arba 365 dienas 37 °C temperatiiroje inkubuotais 10 pg/ml dox ir Caelyx
tirpalais. 10 pg/ml koncentracija buvo pasirinkta, kadangi ji buvo veiksminga in vivo tyrime
(3.2.2).

365 dienas inkubuotas doksorubicinas pasizyméjo reikSmingai silpnesne fluorescencija
(dMCF =3790) palyginus su Svieziu doksorubicinu (dMCF =7134) ar tik 15 d. 37°C
temperatiroje inkubuotu vaistu (AMCF =9083) (25 pav. A). PrieSingai nei paprasto doksorubicino
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atveju, liposominio doksorubicino fluorescencija SL2 lastelése po ilgalaikés inkubacijos 37 °C
temperatiiroje padidéjo (25 pav. B). 365 dienas inkubuoto Caelyx vidutinés fluorescencijos
poslinkis PE kanale (dMCF) buvo 12286. SvieZio Caelyx dMCF buvo lygus 765, t. y. net 16 k.
mazesnis. 10 pg/ml Sviezio Caelyx jsisavinimas SL2 Igstelése 9,3 karto mazesnis nei tokios pacios
koncentracijos Sviezio laisvo doksorubicino. Vidutinés PE kanalo fluorescencijos poslinkio

(dMCEF) rezultatai parodyti 3.4 lenteléje ir 25 pav.
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Vidutiné PE kanalo fluorescencija (MCF)

25 pav. llgalaikio temp. poveikio $viezio ir liposominio doksorubicino fluorescencijai SL2 lgstelése
vertinimas tékmés citometru

25 A) Sviezio (E), 15 dieny (D) ir 365 dienas (C) inkubuoto doksorubicino bei 25 B) §viezio (F) ir 365 dienas
inkubuoto (G) liposominio doksorubicino Caelyx fluorescencija. X asyje — vidutiné PE kanalo fluorescencija
(MCF). Y asyje — normalizuotas lgsteliy skaicius. AF — autofluorescencija, nedazytos SL2 lgstelés.

Fig. 25. Evaluation of the effect of long-term temperature exposure for free and liposomal doxorubicin
Sfluorescence in SL2 cells.

A) Fluorescence of fresh (E), for 15 days (D) and for 365 days (C) incubated doxorubicin, B) fluorescence of
fresh (F) and 365 days incubated (G) liposomal doxorubicin Caelyx. X axis - mean PE channel fluorescence
(MCF), Y axis - the normalized cell count. AF— autofluorescence, unstained SL2 cells.

3.4. lentelé. Sviezio ir 37 °C inkubuoto doksorubicino fluorescencija

Table 3.4. Fluorescence of doxorubicin before and after incubation at 37°C

Méginys Vidutinés PE kanalo
fluorescencijos poslinkis (AMCF)

SL2 + 10 pg/ml Dox 7134

SL2 + 10 ug/ml Dox 15 d. 9083

SL2 + 10 pg/ml Dox 365 d. 3790

SL2 + 10 pg/ml Caelyx 765

SL2 + 10 pg/ml Caelyx 365 d. 12286
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3.3.6. Liposominio ir paprasto doksorubicino fluorescencijos vertinimas tékmés citometru

permeabilizuotose SL2 lastelése
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26 pav. Laisvo (Dox) ir liposominio doksorubicino Caelyx (CLX) fluorescencija permeabilizuotose
SL2 Igstelése

A) Sviezio Dox ir Caelyx (CLX) fluorescencija; B) Sviezio (CLX) ir 365 d. 37 °C temp. laikyto
Caelyx (CLX-365) fluorescencija. AF — autofluorescencija, nedazytos SL2 lgstelés
Fig. 26 Fluorescence of free (Dox) and liposomal doxorubicin Caelyx (CLX) in permeabilized SL2 cells

A) Fluorescence of fresh Dox and Caelyx (CLX); B) Fluorescence of fresh (CLX) and for 365 days
at37°C incubated Caelyx (CLX-365). AF - autofluorescence, unstained SL2 cells

Siekiant jvertinti chemoterapinio vaisto geb¢jimg prisijungti prie apoptuojanciy lasteliy
DNR, tekmés citometru buvo tiriama Sviezio ir liposominio doksorubicino fluorescencija i§ anksto
permeabilizuotose SL2 lastelése.

Buvo nustatyta, kad liposominio doksorubicino Caelyx (CLX) ijsisavinimas
permeabilizuotose SL2 lastelése 19,7 karto maZesnis lyginant su laisvo doksorubicino (Dox)
susikaupimu. Vidutinis Caelyx fluorescencijos kanalo poslinkis (AIMCF) buvo 367, laisvo Dox —
7248 (26 pav. A). Tuo tarpu vertinant 37 °C temperatiroje ilgg laikg (365 d.) laikyto Caelyx
jsisavinimg permeabilizuotose lastelése nustatytas dMCF buvo lygus 5221 (26 pav. B). I§
histogramy matyti, kad tiek Caelyx, tiek Caelyx-365 prisijungimas prie apoptuojanciy SL2 lgsteliy
DNR (subdiploidiné smailé) daug silpnesnis nei paprasto doksorubicino atveju (26 pav. A, Dox).

Caelyx buvo vienintelis i§ tirty antracikliny (priedas B), kurio nustatyta fluorescencija
gyvose ir permeabilizuotose lgstelése buvo stipresné po ilgalaikio temperatiiros poveikio nei

Sviezio vaisto. Caelyx buvo vienintelis tirtas liposominis vaistas. Nustatytas Caelyx
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fluorescencijos intensyvumo padid¢jimas po ilgalaikio temperatirinio poveikio galéjo biiti

nulemtas liposomy irimo.

3.3.7. Liposominio doksorubicino Caelyx stabilumo vertinimas

Siekiant palyginti ilgalaikio (365 d.) zmogaus fiziologinés kiino temperatiiros poveikio jtakg
liposominio doksorubicino Caelyx liposomy stabilumui, liposomas vizualiai vertinome
transmisijos elektronine mikroskopija (TEM), o jy dydi — Brauno judéjimu paremtu dinaminés
sviesos sklaidos (DLS) metodu. Po ilgalaikio poveikio liposominio doksorubicino (Caelyx-365d.)
liposomos piislelés nebebuvo homogeniskos: liposominis apvalkalélis suiro, apvaliy pusleliy
nebuvo matyti (27 pav. B), o DLS tyrimo metu gauti du pikai. Caelyx-365d. pusleliy
pasiskirstymas pagal turj buvo 61,61 nm ir 318,7 nm (piky plotis atitinkamai 8,84 nm, 47,87 nm),
pasiskirstymas pagal intensyvumg — 63,03 nm ir 317,12 nm (piky plotis 33,63 nm ir 6,16 nm
atitinkamai) (28 pav. B).

@j’w 4
(i

@ sve

27 pav. Transmisijos elektroniniu mikroskopija (TEM) Tecnai G2 F20 X-TWIN mikroskopu

A) Sviezias liposominis doksorubicinas Caelyx, 30 min. inkubuotas 37 °C temperatiiroje;
B) 365 dienas 37 °C temperatiroje laikytas liposominis doksorubicinas (Caelyx-dgr)

Fig. 27. Transmission electron microscopy (TEM) with a Tecnai G2 F20 X-TWIN microscope

A) Fresh liposomal doxorubicin Caelyx, 30 min incubated at 37°C; B) Liposomal doxorubicin
(Caelyx-dgr) stored at 37°C for 365 days

Palyginimui, trumpalaiké 30 min. lgsteliy inkubacija 37 °C temperattroje nelemia SvieZio
Caelyx vaisto liposominiy apvalkaléliy irimo (27 pav. A). Transmisijos elektronine mikroskopija
gautose nuotraukose (27 pav. A) matome homogeniskas apvalias liposomy pisleles. DLS metodu
gautas vienas pikas taip pat rodo piisleliy homogeniskumg. DLS nustatytas Caelyx pusleliy
pasiskirstymas pagal tiir] buvo 93,74 nm (piko plotis 21,74 nm), pagal intensyvumag — 105,00 nm
(piko plotis 22,22 nm) (28 pav. A).
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0.1
28 pav. Liposominio doksorubicino Caelyx A) ir Caelyx-dgr B) daleliy vertinimas dinaminés sviesos
Fig. 28. Evaluation of liposomal doxorubicin Caelyx A) and Caelyx-dgr B) particles by dynamic light

scattering method (intensity)

Liposominio doksorubicino Caelyx pislelés taip pat parodytos kriogeninés transmisijos

elektroninés mikroskopijos (cryo-TEM) metodu (priedas E).

3.3.8. Mielosupresinio chemoterapinio vaisto doksorubicino poveikio vertinimas

Tiriant Sviezio (Dox), 120 dieny (Dox-120) ir 365 dienas (Dox-365) 37 °C temperatiiroje
inkubuoto doksorubicino mielosupresinj poveiki DBA/2 pelése, peliy periferinis kraujas

automatiniu CBC analizatoriumi buvo tiriamas pra¢jus 48 val. po 15 mg/kg vaisto injekcijos |

retro-orbitalinj rezginj.
kiekj, vidutinio eritrocity (MCV) ir trombocity (MPV) tirio bei eritrocity (RDW) ir trombocity

Vertinant DBA/2 peliy kraujo hemoglobino (HGB), trombocity (PLT) ir granulocity (GR)
(PDW) pasiskirstymo ploto rodiklius skirtingomis salygomis veiktg vaistg gauty peliy kraujyje

jokiy reikSmingy skirtumy nenustatyta.
PrieSingai, pra¢jus 48 val. po Sviezio doksorubicino suleidimo nustatytas reikSmingas
leukocity, limfocity ir monocity sumaze¢jimas palyginus su kontrole. Leukocity, limfocity ir
monocity skai¢ius kontrolinése pelése buvo atitinkamai 7,30 + 0,59*10%/L, 5,20 = 1,43*10°/L,
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1,33 + 0,38*10%/L. Po Dox injekcijos $ie rodikliai atitinkamai sumazé&jo iki 2,8 + 0,65*10°/L
(p <0,0001,n=15),1,86+0,59*10°/L (p=0,0131,n = 5)ir 0,58 £ 0,33*10°/L (p = 0,0204, n= 5).

ReikSmingas limfocity ir monocity sumazéjimas nei po Dox-120, nei po Dox-365 injekcijos
nebuvo nustatytas. Monocity ir leukocity skai¢iaus kraujyje sumaz¢jimas rodo iSliekamajj
mielosupresinj aktyvuma (29 pav.).

Peliy, kurioms buvo suleistas dox-120, buvo nustatytas tik leukocity sumazéjimas. Praéjus
48 val. po vaisto injekcijos leukocity kiekis sumazéjo nuo 7,3 + 0,59*10°/L iki 4,66 + 1,9%10°/L
(p =0,0332, n =5). Nei limfocity, nei monocity reikSmingo (p < 0,5) kiekio sumaz¢jimo nebuvo
nustatyta.

Ilga laikg (365 dienas) 37 °C temperatiiroje laikytas doksorubicinas prarado mielosupresinj
aktyvumg ir leukopenijos nesukélé. Praéjus 2 dienoms po dox-365 injekcijos leukocity sk. peliy
kraujyje buvo 7,1 + 1,4*10°/L (p = 0,8324). Reik§mingas limfocity sumazéjimas $iose pelése po
dox-365 injekcijos taip pat nebuvo nustatytas.

Vertindami liposominio doksorubicino mielosupresinj efektyvuma 48 val. po vaisto
injekcijos DBA/2 peléms nustatéme, kad liposominio doksorubicino Caelyx DBA/2 peliy kraujo
rodikliams daug silpnesnis nei laisvo doksorubicino atveju. Pragjus 48 val. po 15 mg/kg Caelyx
injekcijos, buvo nustatytas minimalus, nors reikSmingas leukocity sumazg¢jimas nuo 7,3 =+
0,59*10°/L iki 6,0 +0,66*10°/L (p=0,0113). Dox atveju leukocity skai¢ius sumazéjo iki
2,8 +£0,65*10%/L (p < 0,0001) (30 pav.).
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29 pav. Sisteminio hematologinio dox, dox-120 ir dox-365 poveikio vertinimas po 48 val. po injekcijos (15
mg/kg dozé) DBA/2 peléms (n = 5)

Nustatyti reiksmingi leukocity (WBC) kiekio skirtumai po Dox ir Dox-120 injekcijy, limfocity (LY) ir monocity
(MO) skaiciaus sumazéjimas po Dox injekcijos. Dox-365 leukopenijos nesukélé. Kontrolé — Dox injekcijos
negavusios DBA/2 pelés. Apdorota GraphPad Prism 9 programa. *p < 0,5, **p < 0,01, ***p < 0,001,
*xEED < 0,0001

Fig. 29. Evaluation of systemic haematological effects of dox, dox-120 and dox-365 48 h after IV 15 mg/kg
Dox injection into DBA/2 mice (n = 5)

Significant decrease of leukocyte (WBC) counts was observed after Dox and Dox-120 injections. A reduced
number of lymphocytes (LY) and monocytes (MO) was observed only after fresh Dox injection. Dox-365 had
no myelosuppressive effect. ‘Kontrolé’ — untreated DBA/2 mice. GraphPad Prism 9 software was used for
data analysis. *p < 0.5, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001

78



WBC

HGB PLT &
200_ 1000_ 10' ok ok sk sk
800 l 8
150 .
y o 600 = 64
5 100 o (=]
* *
c 400 = 4
507 200+ 2-
0- T 0- T 0-
S &S &F & & <,o"“ F
N o? Q& ? o& ?
+ + +

30 pav. Sisteminis hematologinis poveikis praéjus 48 val. po 15 mg/kg Dox ir Caelyx suleidimo DBA/2
pelése (n =5)

Nustatytas leukocity sk. sumazéjimas nuo 7,30 £+ 0,59*1 0°/L iki 2,8 + 0,65*10°/L (p < 0,0001) po Dox
injekcijos. Po Caelyx injekcijos leukocity sk. sumazéjo iki 6,0 + 0,66*10°/L (p = 0,0113). Hemoglobino
(HGB), trombocity (PLT) kiekio pokytis nenustatytas nei po Dox, nei po Caelyx injekcijos.

*n < 0,05, ¥*p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001

Fig. 30. Systemic haematological effects 48 h after IV 15 mg/kg Dox and Caelyx injection into DBA/2 mice
(n=25)

A significant decrease of leukocyte count from 7.30 £ 0.59*10°/L to 2.8 £ 0.65*10°/L (p < 0.0001) afier
Dox injection was observed. After injection of Caelyx the number of leukocytes decreased to 6.0 +
0.66*10°/L (p = 0.0113). No change in haemoglobin (HGB), platelet count (PLT) was observed afier
either Dox or Caelyx injection. *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001

3.3.9. Apibendrinimas

Trumpalaiké (15 dieny) doksorubicino (Dox-15 d.) inkubacija 37 °C temperatiiroje netur¢jo

jokio poveikio stabilumui. Vaisto sugerties ir fluorescencijos spektrai, susikaupimas SL2

lastelese, mielosupresinis selektyvumas nesiskyré nuo Sviezio doksorubicino. Tuo tarpu vertinant
vidutinés trukmés (120 dieny) 37 °C poveiki doksorubicinui (dox-120d.) HPLC metodu,
nustatytas pagrindinés smailés chromatogramoje ties 11,15 min. 16,8 k. sumaz¢jimas rodo, nors,
mazesnj, bet i8likusj pagrindinj junginj. Papildomi pikai chromatogramoje rodo atsirandancius
doksorubicino skilimo degradacijos produktus. Po ilgalaikio (365 dieny) 37 °C temperattiros
poveikio doksorubicinas (Dox-365 d.) pasizymejo silpnesne fluorescencija vandeniniame tirpale
ir lastelése, prarado mielosupresinj aktyvuma, gebéjimag selektyviai jungtis prie lastelés

branduolio. Remiantis Dox-365 d. sugerties spektrais galima jtarti medziagos dimerizacijg ir
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agregacija. Poslinkis Ramano spektre palyginus su Svieziu vaistu taip pat nurodo doksorubicino
skilimg. Ilgalaiké inkubacija neturéjo jokio poveikio platinos junginiy stabilumui. Liposominis
doksorubicinas Caelyx pasizyméjo silpnesniu mielosupresiniu aktyvumu ir silpnesniu gebéjimu

jungtis prie permeabilizuoty Iasteliy DNR lyginant su standartiniu Dox.

REZULTATU APTARIMAS

Ikiklinikiniuose farmakokinetiniuose tyrimuose naujy vaistiniy junginiy kiirimui ir esamy
terapiniy schemy tobulinimui placiai paplitgs peliy modeliy taikymas. Peliy modeliai — tai patogus
budas vaisty efektyvumui, toksiSkumui vertinti, sgveikai su kitais vaistais tirti, jy taikiniams
identifikuoti [159]. Lastelése sukaupto chemoterapinio vaisto doksorubicino jsisavinimui ir
sulaikymui vertinti pasirinkome EL4 ascitinj T limfomos model;j ir ascitinj SL2 T limfomos
modelj atitinkamai C57BL6/NCr ir DBA/2 pelése.

Vertindami chemoterapinio vaisto doksorubicino plazmos koncentracija, nustatéme, kad po
suleidimo didZioji doksorubicino dalis dé¢l didelio pasiskirstymo turio [180] pasisalina i§ DBA/2
kraujo. Vertinant doksorubicino farmakokinetika po 15 mg/kg vaisto dozés injekcijos, DBA/2
peliy kraujo plazmoje nustatytas greitas doksorubicino pasalinimas i$ kraujo plazmos. Didziausia
nustatyta koncentracija Cmax buvo lygi 1,33 pg/ml, terminaliné eliminacijos pus¢jimo trukmé —
28,8 val., po 72 val. vaisto koncentracija plazmoje buvo Zemiau aptikimo ribos. Miisy duomenys
atitinka kity autoriy parodyta didziausig doksorubicino koncentracijg plazmoje (14 pg/ml).
Doksorubicino kiekio C57BL6/NCr peliy kraujo plazmoje 60 min. po 15 mg/kg injekcijos
vertinimas neparod¢é jokiy vaisto koncentracijos sasajy su terapiniu poveikiu tiriamose peliy
grupése. Tyrimai, analizuojantys vaisto farmakokinetika, vertina vaisto poky¢ius organizme per
pirmasias 24 valandas po injekcijos. Vélesniu laikotarpiu farmakokinetiniai tyrimai mazai
informatyvis, nes vaisto kraujyje beveik nelieka ir Sis ,.likutinis® vaisto kiekis neturi sgsajy su
terapiniu ar pasaliniu poveikiu [14]. Kitokia situacija stebima audiniuose. Yra keletas pranesimy,
kad ilgg laika (daugiau nei 10 mety) séklidZiy véziu serganciy pacienty audiniuose, Slapime ir
kraujyje buvo randama platinos likuciy [15], [19]. Didesnés platinos junginiy koncentracijos pries
operacija paimtuose biopsijos meéginiuose buvo siejamos su geresniais pacienty, serganciy
nesmulkialgsteliniu plauciy ar Slapimo piislés véZiu, gydymo rezultatais [16], [32]. Remiantis
2017 metais Wang ir kolegy atliktais tyrimais, kuriy metu buvo naudojamos radioaktyvios vaisto
mikrodozés (1/100 terapinés dozés), taikant masiy spektrometrijos metoda nustatyta, kad susidare
radioaktyvios ['*C]lkarboplatinos-DNR aduktai koreliavo su cisplatinos ir karboplatinos

citotoksiniu poveikiu tirtose nesmulkialgstelinio plau¢iy vézio lasteliy linijose [94]. Sis tyrimas
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nuteikia optimistiSkai, bet pats metodas néra lengvai jgyvendinamas klinikinéje praktikoje.
Priesingai, chemoterapinio vaisto doksorubicino, kaip ir kity antracikliny, susikaupimas
leukocituose dél jy fluorescuojanciy savybiy gali biiti tiriamas paprastu tékmés citometrijos
metodu.

Doksorubicino vidulgstelinés koncentracijos stebéjimas, farmakokinetiniy parametry
vertinimas biity daug lengviau pritaikomas metodas klinikingje praktikoje lyginant su platinos
turin€iais junginiais. Nustatyta, kad $io vaisto susikaupimas audiniuose iki 100 karty didesnis
palyginus su didZiausia vaisto koncentracija plazmoje [14].

Tirdami C57BL/NCr peliy EL4 limfomos modelj parodéme, kad, prieSingai nei plazmoje,
butent Igstelése sukaupto chemoterapinio vaisto doksorubicino kiekis ir jo sulaikymo trukmé
tiesiogiai koreliavo su terapiniu vaisto efektyvumu ir gydymo atsaku. Tokios pacios 15 mg/kg
doksorubicino dozés suleidimas 3-3 dieng po 5*10* EL4 Iasteliy implantacijos 1émé reik§mingai
didesnj vaisto susikaupima pilvaplévés ertmés ir naviko lgstelése 60 min. po injekcijos, létesnj
paSalinimg ir didesni AUCy.10a palyginus su vaisto suleidimu 5-3 ar 9-3 dieng. Vaisto
farmakokinetikos naviko Igstelése vertinimas parodé¢, kad 3 dieng gavusiy (,,iSgydyty™) peliy
grupé pilnai iSgijo, 9 dieng Dox gavusiy (,,atspariy”) peliy iSgyvenamumas nesiskyré nuo
negydyty peliy grupés, o 5 dieng suleista dox dozé lémé tarpinius iSgyvenamumo rezultatus
(,atkry€io* grupé). Skirtumai buvo vertinami tik ankstyvojoje avaskulingje fazéje (nuo 3 iki 9
dienos po naviko lgsteliy suleidimo), nes vélyvosios stadijos navikai pasireiskia hemoraginiu
ascity tiirio didéjimu, lemianciu sisteminj toksiSkuma.

Nedidelis EL4 Igsteliy skaiciaus ir lgsteliy tankio padidéjimas ankstyvojoje avaskulingje
faz¢je (1-9 dienomis) lémé reikSminga doksorubicino AUCy.104 Sumazéjima ir atsako | gydyma
pablogéjima.

Sumazejes doksorubicino jsisavinimas esant didesniam naviko lgsteliy tankiui peliy
pilvaplévés ertméje gali biiti paaiSkintas inokuliaciniu efektu (angly k. inocular effect), apraSytu
Kobayashi ir kolegy 1992 metais. Autoriai parode, kad doksorubicino ir vinikristino citotoksinis
poveikis silpnéjo didéjant iminés limfoblastinés leukemijos (ALL) Iasteliy linijos Molt-3 Igsteliy
skaiciui in vitro [181]. Neigiamos lasteliy skaiCiaus ir vaisto citotoksinio poveikio sgsajos
parodytos tiriant kito antraciklino daunorubicino efektyvuma leukemijos lasteliy linijos HL60
tyrimuose [38] ir tyrimuose su chemoterapiniu vaistu paklitakseliu [39] in vitro. Neigiama
koreliacija tarp leukocity skaiciaus ir plazmos daunorubicino koncentracijos taip pat parodyta in
vivo [13]. Nepaisant minéty tyrimy, siejanciy naviko dydj ir vaisto poveikj, Siuolaikiné koncepcija
daugiau démesio skiria genetinéms vézio mutacijoms. Pavyzdziui, bloga timine leukemija
serganCiy pacienty su dideliu leukocity skai¢iumi gydymo prognoze, teigiama, yra nulemiama

didesniu mutacijy skai¢iumi, lemianciu ligos agresyvuma [182]. Su bloga chemoterapinio gydymo
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prognoze taip pat siejami daugiavaiscio atsparumo baltymai [4], dé¢l kuriy vyksta chemoterapiniy
vaisty pasalinimas (efflux). Pavyzdziui, MDR1 padidéjusi raiska svarbi pradiniam ir jgytam
chemoterapiniam atsparumui [183]. Musy tyrime su EL4 limfomos modeliu vaisto pasalinimas i$
naviko ir pilvaplévés ertmés lgsteliy vyko gana pastoviu greiciu ilgesnj laikg in vivo. Naviko dydis
ir tankis peliy pilvaplévés ertméje buvo vieninteliai veiksniai, kurie turé¢jo jtakos doksorubicino
susikaupimui, sulaikymui, lasteliniam AUC. Sis reiskinys galéty biti paaiskintas inokuliaciniu
efektu in vivo.

Nors EL4 limfomos lasteliy skaicius eksperimento metu did¢jo eksponentiskai, naviko
lasteliy masé terminalinéje stadijoje sudaré tik 0,2 g. Sis padidéjimas nebuvo toks reik§mingas
palyginus su gyviino svorio padidéjimu (plius ~ 13 g) dél ascitinio skys¢io kaupimosi
terminalinéje naviko augimo stadijoje, kurj gali lemti kraujagysliy hiperpralaidumas [163], [184].
Skirtingai nuo ascito, panasaus dydzio (0,2 g) solidiniai EL4 navikai peléms nebuvo mirtini.
Ascitiniai navikai auga kaip Igsteliy suspensija pilvaplévés skystyje, kai néra jungiamojo audinio
stromos, biidingos kietiems navikams. Paprastai daroma prielaida, kad ascitinis skystis kaupiasi
daugiausia dél padidéjusio kraujagysliy, kurios iSkloja serozines ertmes, pralaidumo [163], [184].
Padidéjes plazmos baltymy pralaidumas progresuojant navikui [184] leidzia tikeétis, kad vélesnéje
naviko stadijoje doksorubicino prasiskverbimas per pilvapléves kraujagysles bus padidéjes.
Remiantis tirtu EL4 limfomos modeliu, vaisto susikaupimas didesniy (vélesnés stadijos) naviky,
lastelése buvo mazesnis lyginant su mazesnio dydzio (ankstesnés stadijos) navikais. Didesnio dydzio
navikai taip pat pasizymeéjo padidéjusiu lgsteliy tankiu. Per 12 dieny nuo EL4 naviko progresavimo
ascitinio skyscio tiris padidéjo 48,5 karto (nuo 0,2 ml iki 9,7 ml), o naviko lasteliy skaicius padidéjo
daugiau nei 400 karty. Navikiniy lasteliy tankis pilvaplévés ertméje padidéjo apie 10 karty greiciau
nei peliy svoris ar ascito turis. Keleto publikacijy duomenimis, individuali doksorubicino kinetika
kraujyje gali buti svarbiu veiksniu, apsprendzianc¢iu ne tik terapin] efekta, bet ir vaisto
mielotoksiSkuma, kardiotoksiSkuma, ar sgveika su kitais kartu naudojamais preparatais.

EL4 limfomos modelyje, prieSingai nei vidulastelinis doksorubicinas ir jo lastelinis AUC,
vaisto sukeliamas sisteminis poveikis nekoreliavo su terapiniu efektyvumu ir naviko atkryciu.
Visoms tirtoms C57BL6/NCr peléms praéjus 48 val. po 15 mg/kg doksorubicino injekcijos buvo
nustatytas reikSmingas leukocity, limfocity ir monocity skaifiaus sumazéjimas palyginus su
kontrole. Nepriklausomai nuo EL4 naviko dydZio ir tankio vaisto suleidimo diena, vaisto
mielosupresinio poveikio skirtumy peliy grupése nebuvo nustatyta.

Daznai siiiloma mielosupresinj toksiSkumg vertinti kaip tinkamg rodiklj efektyviai vaisto
dozei nustatyti [74], [78]. Visgi gauti duomenys rodo, kad doksorubicino geb¢jimas sukelti
mielosuspresija, prieSingai nei jo sulaikymas audiniuose, netur¢jo jokiy sasajy su terapiniu

poveikiu miisy tyrime.
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Vidulastelinio doksorubicino pasalinimas tiesiogiai koreliavo su vézio recidyvu tirtame EL4
limfomos modelyje. Dél to vaisto susikaupimo naviko Igstelése galéty buti daug tikslesné
priemoné nei hematologinis toksiSkumas. Tikétina, kad antracikliny steb¢jimas limfocituose
tekmeés citometrijos metodu dél junginiy fluorescenciniy savybiy bei metodo atlikimo patogumo
galéty biiti naudingas klinikinéje praktikoje gydymo atsakui jvertinti. Tiesa, reikty jvertinti, ar
vaisto koncentracija limfocituose yra patikimas rodiklis vaisto koncentracijos naviko audinyje
vertinimui. Visgi gana dziuginanciais atrodo platinos-DNR leukocituose adukty tyrimai, paremti
prielaida, kad leukocity-platinos adukty susidarymas periferinio kraujo méginiuose atspindi vaisto
kaupimosi paciento audiniuose profilj [185]-[187]. Sie tyrimai parodé¢ teigiamas $iy adukty kiekio
sgsajas su chemoterapijos atsaku j platinos preparatus [185]-[190]. Visgi nepaisant optimistiniy
rezultaty, platinos-DNR kompleksy vertinimas dél savo specifinés metodikos naudojant
radioaktyvius platinos junginius yra sudétingiau jgyvendinamas klinikinéje praktikoje nei tyrimai
naudojant t¢kmés citometrija.

CS57BL6/NCr peliy EL4 limfomos modelyje, jverting lasteliy kiekio ir tankio sasajas su
doksorubicino jsisavinimu ir sulaikymu Igstelése bei Siy rodikliy sgsajas su gydymo atsaku,
iSkéléme hipoteze, kad audiniuose sukauptas citotoksinis vaistas galéty biiti susijes su véziniy
lasteliy palaikymu ,,ramybés® (dormancy) biisenoje ir remisijos po chemoterapinio trukme.
Siekiant jvertinti, kaip atitinkamo doksorubicino kiekio susikaupimas lastelése su jy proliferacijos
slopinimu ir gebéjimu atsinaujinti, buvo sukurtas specialus dviejy zingsniy ramybés/atsinaujinimo
in vitro — in vivo TSDR modelis, paremtas trumpalaike (iki 30 min.) SL2 T limfomos lgsteliy
inkubacija su skirtingomis doksorubicino koncentracijomis ir jy tolesniu vertinimu in vivo DBA/2
peliy pilvapléveés ertmgje.

Tyrimo metu buvo nustatyta, kad SL2 limfomos Igstelés, 1§ anksto inkubuotos su 10 pg/ml
Dox koncentracija, prarado gebéjimg proliferuoti DBA/2 pelése. MazZesnés $§io vaisto
koncentracijos (0,05-1,0 pg/ml) nebuvo pakankamos naviko lasteliy sulaikymui ,,ramybés‘
busenoje. 10 pg/ml doksorubicino koncentracija, atrodo, gana didelé ir gali kelti tam tikry
abejoniy deél pritaikymo klinikoje. Miisy parodyta veiksminga 10 pg/ml Dox koncentracija
plazmoje nebuvo pasiekta. Didziausia plazmos doksorubicino koncentracija tyrimy metu sieké
1,33 pg/ml. Sis rezultatas prilyginamas kity autoriy duomenims, kuriy metu nustatyta didziausia
doksorubicino koncentracija Cmax sieké 1-4 pg/ml. Reikty pazymeéti, kad dél techniniy apribojimy
ir patogumo anksciausias pasirinktas laiko momentas citostatiko koncentracijos vertinimui buvo
5 minutés po vaisto suleidimo, d¢l to techniskai néra galimybés jvertinti, ar ankstesniu momentu,
pvz. per pirmas 5 s po injekcijos, kai vaisto kiekis plazmoje didZiausias, 10 pg/ml koncentracija
plazmoje nebuvo pasiekta. Pasirinkta 10 pg/ml doksorubicino koncentracija taip pat buvo

naudojama kity autoriy tyrimuose, kuriuose buvo vertinamas 5 dieny trukmeés vaisto poveikis
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MCEF-7 kriities vézio lIgsteliy linijai [191]. Net 100 karty didesnés doksorubicino koncentracijos
buvo naudotos klinikin¢je praktikoje ir buvo laikomos saugiomis. Pavyzdziui, 1000 pg/ml
doksorubicino koncentracija buvo taikyta Slapimo pislés karcinomos gydymui 60—120 minuciy
laSinant vaista tiesiai j Slapimo pisle [192], o iki 1500 pg doksorubicino turin¢ios injekcijos
(vienam akies vokui) buvo naudojamos blefarospazmui gydyti [22]. Darbe taikytg 30 minuciy
10 pg/ml Dox poveikj galima biity laikyti saugiu.

Vertinant net tik absoliuty doksorubicino kiekj, bet ir poveikio trukme, buvo vertinamas
plotas po vaisto koncentracijos kreive AUC. Apskaic¢iuotas Dox AUCo.0s5 SL2 lgstelése dél
trumpos lgsteliy inkubacijos su vaistu buvo lygus 5,0 pg*h/ml ir nebuvo daug didesnis nei
apskaiCiuotas plazmos doksorubicino AUCy.72 (3,6 ng*h/ml) po 15 mg/kg injekcijos.

Panasiis tyrimai taip pat buvo atlikti su SUM159 krities vézio lasteliy linija in vitro, kai
buvo taikyta 48 valandy inkubacija ir 1 pg/ml doksorubicino koncentracija [24]. Mes savo
tyrimams pasirinkome 0,05-10 pg/ml Dox koncentracijas ir trumpesn¢ 30 min. inkubacijg, nes
tokia trukmé labiausiai atitinka vaisto plazmos farmakokinetikg in vivo. Be to, autoriai [24] 48
val. inkubacijg savo tyrime vykdé tik in vitro, kur deguonies prisotinimas, pH, lasteliy tankis,
vaisto $alinimo ypatumai ir kiti parametrai skiriasi nuo fiziologiniy salygy. Siame darbe naudotas
sukurtas dviejy Zingsniy ramybés/atsinaujinimo modelis TSDR turi pranasumy, kadangi jis yra
paremtas su vaistu preinkubuoty lgsteliy suleidimu peléms ir tolesniu vidulgstelinio doksorubicino
vertinimu terapiniam efektyvumui biitent in vivo. Klinikingje praktikoje pasiiilytas TSDR modelis
galéty biti patogi priemoné papildomam efektyvios chemoterapinio vaisto dozés jvertinimui,
pavyzdZiui, nustatyti efektyvig doksorubicino dozg¢ urotelio karcinomy gydymui pries suleidZiant
vaistg savaime irstandiais (biodegraduojamais) [23] kateteriais j §lapimo takus. Si sistema taip pat
tikty ne tik kaip doksorubicino, bet ir bet kokio kito citotoksinio vaisto, efektyvios koncentracijos
jvertinimo priemone.

Kiti autoriai paZzymi prieSveziniy vaisty gebéjimg iSsilaikyti audiniuose ménesius ar net
metus po pasibaigusios chemoterapijos [15], [16], [103], [175]. Remiantis literatiira, ilgalaikis
citotoksiniy vaisty, jskaitant doksorubicing, susilaikymas audiniuose yra siejamas su Salutiniais
reiskiniais, tokiais kaip neurotoksiSkumas, kardiotoksiSkumas, spengimas ausyse ir kt. [15], [58],
[103], [193], [194]. Visgi ilgalaikis vaisto audiniuose sulaikymas galéty biti svarbus veiksnys,
nulemiantis naviko lgsteliy buvimg ,,ramybeés* (dormancy) busenoje, jy proliferacijos slopinima,
ilgesne remisija. Uzsilaike audiniuose, citostatikai turéty biiti veikiami fiziologiniy organizmo
salygy (Zmogaus kiino temperatira, fermentai, pH svyravimai ir kt.). Kad imituotume fiziologinés
zmogaus kiino temperatiiros poveikj audiniuose sukaupto vaisto stabilumui ir citotoksiniam
aktyvumui, vertinome ilgalaikés (iki 365 dieny) inkubacijos 37 °C temperatiiroje jtaka

doksorubicinui. Remiantis gautais rezultatais, trumpalaiké (2 savai¢iy) inkubacija 37 °C
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temperatiiroje neturéjo jokio poveikio doksorubicino stabilumui. Vidutinés (120 dieny) trukmes
inkubacija 37 °C temperaturoje jau lémé produkto tam tikrg degradacija (naujy piky, nebiidingy
Svieziam doksorubicinui, HPLC chromatogramoje atsiradimas). Pagrindinis doksorubicino pikas,
nors 16,8 k. mazesnis, rod¢ dar iSlikusj nedidelj pagrindinio doksorubicino frakcijos kieki, kuris
sudaré apie 5,95 % $viezio doksorubicino kiekio. Siuo atveju miisy naudojama 15 mg/kg Dox-
120 d. injekcijos dozé sudaryty apie 0,9 mg/kg Sviezio doksorubicino kiekj. Visgi net toks
nedidelis doksorubicino kiekis sukélé leukopenija DBA/2 pelése. Tai rodo, kad po 120 d.
temperatirinio poveikio vaistas dar iSlaiko likutinj mielosupresinj aktyvuma.

Po ilgalaikio (365 dieny) 37 °C temperatiiros poveikio doksorubicinas (Dox-365 d.)
pasizyméjo silpnesne fluorescencija vandeniniame tirpale ir lgstelése, prarado mielosupresinj
aktyvuma, geb¢jima selektyviai jungtis prie Iastelés branduolio. Remiantis Dox-365 d. sugerties
ir fluorescencijos spektrais galima jtarti jvykusig doksorubicino agregacija ir/ar dimerizacija.
Fluorescencijos signalo sumaz¢jimg amplitudés sumazéjima daugiausia lemia statinis/dinaminis
gesinimas (angly k. quenching), iskaitant savaiminj, bei monomery agregacija | ne
fluorescuojancius dimerus. Taip pat zZinoma, kad agregacija lemia doksorubicino pagrindinés
absorbcijos juostos praplatéjima, reikSmingg hipochromizma spektro srityje ties 415-540 nm
bangos ilgiu ir silpng hiperchromizma spektrinéje srityje vir§ 540 nm [177], [195].

Visgi verta paminéti, kad net Sviezio doksorubicino hidrochlorido 10 pM (apie 5,4 pg/ml)
PBS tirpale gali spontaniskai susidaryti farmakologiskai neaktyviis dimerai [177].

Poslinkis Ramano spektre palyginus su Svieziu vaistu taip pat nurodo doksorubicino skilima.
Skirtingai nuo doksorubicino ir kity antracikliny, tirti platinos junginiai pasizymeéjo isskirtiniu
stabilumu. Karboplatinos Ramano spektrai pries ir po 37 °C temperatiiros poveikio buvo visiskai
identiSki. Po 6 mety palaikymo RT (kambario temperatiiroje) cis-platina pasizyméjo identiSku
spektru kaip ir SvieZias vaistas. Platinos (Pt) junginiai organizme iSlieka iki 20 mety po gydymo
nutraukimo [15]. Platina, randama pooperacinéje medZiagoje iki 72 dieny po neoadjuvantinés
chemoterapijos pabaigos, tiesiogiai koreliavo su geresniu skrandZio véziu serganciy pacienty
gydymo atsaku [173]. Nustatytas rySys tarp ilgalaikés Pt cirkuliacijos ir ilgalaikiy vélyvesniy
vaisto Salutiniy poveikiy, pavyzdziui, parestezijos, hipogonadizmo, padidéjusio MTL
cholesterolio kiekio ir hipertenzijos [19]. Ilgalaikis organizme esanciy platinos junginiy poveikis
gydymo veiksmingumui in vivo kity autoriy nebuvo tirtas. Platinos junginiy stabilumas net po
ilgalaikio ktino temperatiros poveikio galéty biti svarbus veiksnys potencialiam vaisto
panaudojimui lokaliai terapijai.

Kadangi visy tirty citotoksiniy junginiy stabilumas vertintas tik po in vitro temperatiiros
poveikio laikant juos originalioje pakuotéje, negalime atmesti galimybés, kad su DNR

interkaliuoti antraciklinai fiziologinémis Zmogaus kiino temperatiros saglygomis galéty geriau
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iSlaikyti antiproliferacinj aktyvuma nei laikomi originalioje pakuotéje in vitro. TeoriSkai su DNR
susijunges doksorubicinas neturéty formuoti neaktyviy agregaty. D¢l to ateityje biity prasminga
vertinti audiniuose sukaupty vaisty stabilumg ir antiproliferacinj veiksminguma.

Taip pat reikty paminéti, kad Sio darbo tikslas buvo ne susidariusiy po doksorubicino
degradacijos produkty identifikavimas, bet butent bendras likutinio stabilumo, mielotoksinio
aktyvumo vertinimas. D¢l Sios priezasties Salutiniai doksorubicino produktai nebuvo
nustatinéjami.

Selektyvesniam antracikliny pateikimui vézio Igsteléms daug démesio buvo skirta specifiniy
vaistiniy medziagy neSikliy sukiirimui [196]. Liposomos yra labiausiai iStirtos vaistiniy preparaty
pernasos sistemos, naudojamos klinikin¢je praktikoje onkologiniy ligy gydymui.

Pegilintas liposominis doksorubicinas Caelyx patvirtintas 1995 m., yra taikomas Kaposi
sarkomos ir atsinaujinancio kiausidziy vézio gydymui. Lyginant su laisvu doksorubicinu, vaistas
pasizymi mazesniu pasiskirstymo tiriu Vg, ilgesne eliminacijos pus€jimo trukme ti,2, dél to ilgiau
cirkuliuoja kraujotakoje [146]. Visgi Caelyx néra placiai taikomas klinikinéje praktikoje, kaip
buvo tikétasi i§ pradziy. Vykdant liposominio doksorubicino Caelyx fluorescencija SL2 Iastelése
nustatytas 19,7 karto mazesnis vaisto jsisavinimas lyginant su laisvo doksorubicino (Dox)
susikaupimu tiek gyvose, tiek permeabilizuotose lastelése. Liposominis Caelyx jungiasi silpniau
prie degradavusios DNR permeabilizuotose lastelése ir pasiZymi maZesniu mielotoksiniu
aktyvumu lyginant su Svieziu Dox. Idomu, kad Caelyx buvo vienintelis i$ tirty antracikliny, kurio
nustatyta fluorescencija gyvose ir permeabilizuotose lastelése buvo stipresné po ilgalaikio
temperatiiros poveikio nei SvieZio vaisto. Nustatytas Caelyx fluorescencijos intensyvumo
padidéjimas po ilgalaikio temperattirinio poveikio galéjo biiti nulemtas laisvo doksorubicino
1$¢jimu 1§ suirusiy liposomy. Liposomy suirimas po ilgalaikio temperatiirinio poveikio matomas
gautose elektroninés mikroskopijos nuotraukose.

Nors kai kuriy autoriy buvo parodytas padidéjes liposominio doksorubicino jsisavinimas kai
kuriuose navikuose lyginant su nelaisva §io vaisto forma [152], kiti tyréjai nenustaté geresnio
liposominio vaisto terapinio poveikio lyginant su paprastu doksorubicinu [153], [154].
Liposominio doksorubicino Caelyx prieSvézinis aktyvumas ir toksiSkumas paprastai siejamas tik
su jo farmakokinetika kraujyje [166], [167] ir, manoma, nulemtas léto laisvo Dox iStekéjimo i$
pusleliy vaistui cirkuliuojant kraujotakoje. Visgi dél didelio laisvo doksorubicino pasiskirstymo
turio i§ cirkuliuojanciy liposomy istekéjes nedidelis vaisto kiekis yra labai greitai pasalinamas i$
kraujo. Tuo tarpu naviko mikroaplinkoje, létas vaisto iStekéjimas i§ pusleliy galéty netiesiogiai
slopinti aktyvy citotoksinio vaisto iSmetimg (efluksa — angly k. efflux) i§ naviko lgsteliy. Tokiu
biidu, tikétina, liposominio doksorubicino prieSvéZinis aktyvumas nulemtas ne ilgalaikio vaisto

buvimo kraujotakoje, bet leétu vaisto iStekéjimu audiniuose jau pasibaigus chemoterapijai.
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ISVADOS

1.

Didesnis naviko dydis ir véziniy lasteliy tankis vaisto suleidimo dieng lémé blogesnj
doksorubicino jsisavinimg pilvaplévés ertmés (PerC) ir naviko Iastelése bei reikSmingai
mazesn] AUC. Blogesnis doksorubicino jsisavinimas ir trumpesnis sulaikymas Igstelése
tiesiogiai koreliavo su naviko atkryciu ir ligos progresavimu EL4 modelyje.

Nei naviko dydis, nei véziniy lasteliy tankis vaisto suleidimo dieng neturéjo jtakos
doksorubicino plazmos farmakokinetikai ir sisteminei mielosupresijai. Doksorubicino
sukeliamo sisteminio mielotoksinio poveikio sgsajos su terapiniu efektyvumu
nenustatytos.

SL2 lIastelés, inkubuotos su 10 pg/ml Doksorubicinu, pilnai prarado gebéjima proliferuoti
DBA/2 pelése, tuo tarpu kai mazesnés (0,05-1,0 pg/ml) Dox koncentracijos nebuvo
veiksmingos.

Dél ilgalaikio Zmogaus fiziologinés kiino temperatiiros poveikio sumazéja chemoterapinio
vaisto doksorubicino stabilumas, mielotoksinis ir antiproliferacinis efektyvumas,
gebéjimas selektyviai prisijungti prie branduolio struktiiry.

Liposominio chemoterapinio vaisto doksorubicino Caelyx jsisavinimas gyvose ir
permeabilizuotose lastelése, prieSingai nei laisvo doksorubicino atveju, po ilgalaikio

zmogaus fiziologinés kiino temperatiiros poveikio did¢jo, galimai dél liposomy irimo.
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SUMMARY OF DOCTORAL DISSERTATION

Introduction

Doxorubicin (Dox) is one of the anthracycline antibiotics widely used in the treatment of
breast, ovarian, prostate, brain, pancreatic, lung cancer, as well as acute lymphocytic
leukaemia and myelogenous leukaemia and Hodgkin's lymphoma [1]. Although the drug
has excellent cytostatic efficacy in both haematological and solid tumours the severe side
effects of doxorubicin and the frequent development of resistance to chemotherapy limit
its applicability in oncology [2], [3]. The most frequently mentioned factors causing
chemotherapeutic resistance are the multidrug resistance proteins MDR1, MRP1, BCRP
[4]; increased expression of oncogenes that inhibit cellular apoptosis and promote
proliferation, the ability of the tumour to elicit an immune response, stimulate
angiogenesis, etc. [5]. According to other studies, the anticancer drugs showed reduced
uptake and cytotoxicity as cell density increased. This process, first observed in vitro, is
called the ‘inocular effect’ [6], [7]. This phenomenon could lead to increased treatment
resistance in acute leukaemia with elevated leukocyte counts. In this case, higher
therapeutic doses could be expected to lead to better therapeutic results. Unfortunately,
the influence of chemotherapeutic dose and plasma concentrations on the response to
treatment is not sufficiently understood [33]. Higher plasma concentrations do not
necessarily lead to higher tumour uptake or better response to treatment. The application
of therapeutic drug monitoring (TDM), which is successfully used in clinical practice to
individualize doses for various drugs, is very limited in oncology [10], [33]. The widely
used body surface area (BSA) based drug calculation method does not take into account
the individual characteristics of the elimination of the cytostatic agents from the body,
which may lead to overdose or underdosing. As a result, patients' plasma concentrations
can vary by a factor of 10 to 100, even though patients receive the same dose per m>.
[11]-[13] The situation is exacerbated by the large volume of distribution and short
plasma elimination half-lives of cytotoxic compounds, which result in rapid plasma
clearance and tissue accumulation at much higher than peak plasma concentrations [12],
[14]. In the case of platinum compounds, tissue uptake up to 20 years after completion of

treatment is associated with longer remission duration and better survival in non-small
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cell lung cancer patients [15], [16]. Not only the amount of drug accumulated in the
tissues but also its retention time in the tissues is considered to be important. In this case,
the calculation of the area under the tissue concentration-time curve (AUC) could be an
important criterion for evaluating the efficacy of chemotherapy. Ascites tumour models
could be a convenient tool to evaluate the uptake of the chemotherapeutic drug
doxorubicin, its retention time and to look for correlations with the therapeutic efficacy
and tumour recurrence. The identification of such correlations would allow to
development of the monitoring of drug uptake and its accumulation in tumour cells and,
if necessary, to adjust the treatment regimen or dose. Studies of the long-term effects of
temperature on the stability of doxorubicin would help to assess the effect of
physiological temperature on the ability of the drug accumulated in tissues to inhibit

cancer cell proliferation and tumour recurrence after a long period of remission.

AIM AND TASKS

The aim of this dissertation was to investigate the role of the cytotoxic drug doxorubicin
uptake and retention in the development of chemotherapeutic resistance and tumour

recurrence in mouse lymphoma models.

To achieve this goal, the following tasks were set:

1. To determine the influence of tumour size and cell density and the duration of
doxorubicin uptake and retention time in the tumour cell of the experimental
mouse lymphoma cell line as well as to evaluate the correlations between these
parameters and tumour recurrence and resistance to chemotherapy

2. To determine the influence of tumour size and cell density on the systemic effect
of doxorubicin in the experimental mouse lymphoma cell line and to evaluate the
correlations between this effect and the effectiveness of chemotherapy

3. To evaluate the correlations between intracellular doxorubicin concentration and
tumour survival using the designed in vitro — in vivo TSDR two step

dormancy/recurrence experimental mouse lymphoma cell line model
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4. To evaluate the long-term effect of physiological human body temperature on the
stability, myelosuppressive and antiproliferative activity of the chemotherapeutic
drug doxorubicin

5. To evaluate the myelosuppressive activity and accumulation of liposomal
doxorubicin Caelyx in living and permeabilized cells before and after long-term

exposure to physiological human body temperature

STATEMENTS

1. Even a small increase in the number and density of cancer cells results in a
significant deterioration in the uptake, retention time, and response to treatment
of the chemotherapeutic drug doxorubicin. Drug uptake in cells of tumours with
increased size or density is significantly worse compared to smaller tumours.

2. The local uptake of doxorubicin and the duration of its retention in tumour cells,
in contrast to its systemic effects, correlate with the therapeutic efficacy of the
drug and tumour recurrence.

3. The long-term effect of physiological human body temperature results in a
decrease of the myelosuppressive and antiproliferative activity of free
chemotherapeutic drug doxorubicin and significantly reduces the drug capability
of selective binding to the cell nucleus. In contrast to liposomal doxorubicin, the
fluorescence of free doxorubicin decreases significantly after long-term exposure
at human body temperature.

4. Compared to free doxorubicin, cellular uptake of the liposomal chemotherapeutic
drug doxorubicin is slower. The liposomal doxorubicin is likely to exhibit its
antiproliferative effect during drug retention in tissues after the cessation of

chemotherapy rather than the long-term presence in the circulation.

NOVELTY

In this work, the influence of the AUC (area under the concentration curve) of the

chemotherapeutic drug doxorubicin on tissue chemotherapeutic efficacy was investigated

for the first time. Previous studies have been limited to detecting changes in plasma.
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According to many authors, high levels of doxorubicin may accumulate in tissues and
persist there for a long time, even 8-240 days, after the cessation of treatment [17]. Tissue-
bound doxorubicin levels may reach up to 550-fold drug amount compared to plasma
[18], [19]. However, the effect of this drug on tissue AUC to therapeutic efficacy or side

effects has not been previously studied to the author's knowledge.

The stability of the chemotherapeutic drug doxorubicin has been studied under a variety
of conditions: hydrolysis, peroxide oxidation at 80°C, photolysis, microwave irradiation
[22], [23]. To the author's knowledge, the long-term (365 days) effect of human body

temperature on doxorubicin stability has not been evaluated.

A special in vitro — in vivo TSDR (two-step dormancy/recurrence) model was developed
to evaluate the association of doxorubicin accumulation in cells with tumour recurrence.
In contrast to other authors [24], our model is based on short-term (up to 30 min)
incubation of tumour cells with the chemotherapeutic drug and the further evaluation of

these cells not in vitro, but in vivo in the peritoneal cavity of mice.

BACKGROUND

Therapeutic drug monitoring

Nowadays it is important to change the existing treatment practice while all patients are
provided with a uniform, strictly standardized treatment algorithm. Unquestionably, new
modern techniques which will enable the accessibility of individualized treatment
regimen for each patient is necessary. Therapeutic drug monitoring (TDM), the process
of measuring and monitoring the amount of a drug in the blood or plasma to individualize
the dosage and/or schedule to improve the efficacy of the drug as well as to reduce its
possible side effects, has already revealed its importance in monitoring the course of
treatment of various diseases. For instance, since its introduction to clinical practice in
the 1960s TDM has played an important role in providing valuable guidance for the dose
adjustment for several classes of drugs, including antibiotics, antiepileptics, antiviral HIV
treatment and immunosuppressive agents [10]. It is therefore difficult to explain why

TDM is not practically used in oncology monitoring of cytotoxic drugs [9] while
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cytotoxic agents meet the features, required for TDM application such as narrow

therapeutic index and a wide pharmacokinetic variability among individuals.

Perhaps the obstacle for limited TDM use is high heterogeneity of cancer diseases with
their different perfusion within the tumour which may impact the drug delivery thus
determine the unique patient specific pharmacokinetics/pharmacodynamics (PK/PD)
properties. Moreover, the common use of not individual drugs but their combinations
complicate the defining of the concentration-effect for individual agent. The active

moieties for each drug also should be determined in each case.

Nevertheless, the concentration-effect relationship, which is one of key prerequisites for
TDM, is well-defined for several drugs: S5-fluorouracil, mercaptopurine, and
methotrexate. The latter remains the only anticancer drug for which TDM is routinely

used in clinical practice [81].

Another obstacle for successful TDM application for traditional chemotherapy agents is
a relatively short half-life of the drugs and the administration by intermittent intravenous
injections. In this setting, in order to accurately define systemic exposure, inconvenient

and impractical serial collections of blood samples are required [10].

Although number of limitations for TDM use for anticancer drugs still exist, new modern
chemotherapy administration regimens, such as continuous intravenous infusion, allow
to reach the steady-state drug plasma concentration (Css) and thus facilitate the
calculation of AUC and, as a result, estimate systemic exposure more accurately. The
emergence of advanced methods of drug administration allows to expect that in long term
TDM will be applied for routine practice. This assumption is supported by a number of
studies with 5-fluoruracil showing promising TDM advantages in evaluating systemic

drug exposure compared to traditional body surface (BSA)-based method.

In oncological practice, downward dose adjustments are regularly performed, e.g., when
severe (haematologic) toxicity has been encountered during a previous chemotherapy
course. Furthermore, reductions of doses are also generally made in patients with
significant renal or hepatic dysfunction for drugs that are eliminated through these organs.
Initial doses may also be decreased in high-risk patients, including elderly, bedridden or
heavily pre-treated patients. Guidelines for dose adjustment in these situations are,

however, often imprecise and empirical [73], [74], [197]. However, for dosage
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individualization based on monitored drug concentrations, well-designed dose adaptation
strategies are needed to be able to achieve a predefined target. Different strategies have
been developed and can be used to adapt doses during therapy, dependent on the
individualized cancer chemotherapy available techniques, computer programs and

knowledge and skills of the pharmacokinetics [76].

Chemotherapy resistance

Chemotherapy resistance is one of the main factors leading to worse anticancer treatment
outcomes and is associated with a poorer prognosis and a higher risk of death of oncology
patients [25]. According to the nature of its occurrence tumour resistance can be acquired,
i.e., developed during anti-cancer therapy, or internal, i.e., congenital, cellular resistance
[26]. The development of tumour cells resistance to cytostatic agents may be due to gene
mutations, increased efflux due to overexpression of multidrug resistance proteins
(MDR1, MRPI, BCRP), miRNA, exosomes, cancer-associated fibroblasts (CAF),

tumour microenvironment (TME), activation of alternative signalling pathways (Fig. 1).

The concept of ‘drug-resistant mutations’ has been used since the 1950s [27]. Since then,
many cancer-related genes, such as a mutation in the APC (adenomatous polyposis coli)
gene, associated with persistent polyps and an increased risk of colon cancer [28], [29],
KRAS gene as a predictive marker of response to cetuximab in colorectal cancer
treatment [29], [30], HER2 oncogene, associated with 20-25% of all breast cancer cases
[29], [31]. In solid tumours, resistance to chemotherapy may be due to the inability of the
chemotherapeutic drug to penetrate the deeper layers of the tumour. Only superficial
doxorubicin uptake was observed in tumour cell spheroids [37]. Similarly, a significant
decrease of drug concentration in the central part of the breast tumour has been observed
[40]. Solid tumour size has been proposed as a major factor for doxorubicin penetration

into deeper tumour layers [37], [40].

Although a majority of cancer resistance studies are focused on genomic factors,
mutations are not the only neither key factor determining the tumour cells resistance [58],
[59]. Many recent studies have focused on non-genomic factors: drug concentration
gradient [40], regions of hypoxia [60], abnormalities in tumour vasculature [61], the

abundance of cell debris [62], tumour-induced immunosuppression, and some other
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phenomena. It is often assumed that increasing the dose of the drug will result in a more
favourable prognosis for chemotherapy. However, the relationship between the
administered dose, plasma concentrations and response to treatment is poorly understood
[8]. One of the reasons for the ineffectiveness of treatment may be that it is not always
possible to ensure adequate access of the chemotherapeutic drug to the tumour tissue.
Moreover, a convenient clinical method to evaluate drug uptake and retention in body
tissues has not been developed yet. According to other researches, the therapeutic efficacy
of doxorubicin of each patient may be determined by the individual pharmacokinetic and
pharmacodynamic parameters, i.e., its individual metabolic rate, elimination efficiency,
plasma protein binding, uptake in tumour entry, slow release from surrounding tissues,
etc. [40], [60]-[62]. According to several publications, the individual kinetics of
doxorubicin in the blood may be an important factor in determining not only the
therapeutic effect, but also the myelotoxicity, cardiotoxicity, or drug interaction with
other concomitant drugs [1], [63]-[65]. However, tissues show much higher levels of
doxorubicin and extremely long retention of drug compared to blood. Despite the many
blood AUC studies, the effect of tissue AUC on drug therapeutic efficacy or side effects

has not yet been studied.

Local drug therapy strategies

Doxorubicin (Dox, Adriamycin) is one of anthracycline antibiotics, widely used for
treating various cancers, in particular breast, ovarian, leukaemia, prostate, brain and lung
cancers. In addition, doxorubicin is one of the frontline drugs currently used for adjuvant
chemotherapy treatment of advanced breast cancer. Despite all the benefits, doxorubicin
is responsible for various serious adverse effects including cardiotoxicity, hepatotoxicity

and testicular toxicity.

Local chemotherapy could be an appropriate method to reduce the toxicity of doxorubicin
as well as improve the therapeutic effect. Nanoparticles, liposomes, polymeric micelles
and polymer conjugates, and other techniques have been used for the more accurate drug
delivery to the tumour site. Some of these methods, e.g., paclitaxel-loaded liposomes,
were associated with better therapeutic activity. The effectiveness of nanoparticles is

achieved due to their ability to circulate in the blood for a long time and their enhanced
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retention in the tumour microenvironment, caused by the phenomenon, known as
Enhanced Permeability and Retention (EPR) [135]-[138]. In order to protect
nanoparticles from the reticuloendothelial system and increase their elimination half-life
(t12) is to coat them with polyethene glycol (PEG) [136], [139], [140]. One well-known
example of a pegylated liposome, approved for clinical use, is Doxil® (or Caelyx®), a
PEGylated liposome-coated doxorubicin. Caelyx® has shown a longer circulating time
compared to free doxorubicin and up to a 60-fold higher plasma AUC compared to the
free drug [136], [142]-[144] and was confirmed for the treatment of advanced ovarian

cancer, metastatic breast cancer and AIDS-related Kaposi's sarcoma [145].

Murine lymphoma models

One of the key steps in optimizing nanocarrier-based drug delivery systems is the
evaluation of drug pharmacokinetics in vivo using animal models, especially rats and mice
[156], [157]. Mice, as a model organism, are widely used in lymphoma studies to assess
disease progression and drug therapeutic efficacy and are the most advanced preclinical

technologies for drug development [159]-[161].

S49, A20, BL3750, H11, ELA4, cell lines are commonly used for syngeneic lymphoma
models, one of the oldest preclinical models in lymphoma studies that allow the
assessment of lymphoma in the presence of an intact immune system [161], [162].
Application of murine ascites tumour models is a convenient tool to evaluate the
pharmacokinetic/pharmacodynamic properties of chemotherapeutic compounds, e.g.,
doxorubicin, as well as analyse drug accumulation and elimination patterns and their

relationship to treatment efficacy [159].

METHODS

Mice

Female DBA/2 and C57BL/6 mice at the age of 8—14 weeks were obtained from the local
breeding facility at the State Research Institute for Innovative Medicine, Vilnius,

Lithuania. All animal procedures were performed following the 2010 September 22
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Directive 2010/63/EU of the European Parliament and the Council on the protection of
animals used for scientific purposes (Directive 2010/63 / EU, 2010). All study protocols
were also approved by the Institutional Animal Welfare Committee. Animals had ad
libidum access to pelleted feed, food supplements, and water. When necessary, mice were

sacrificed using cervical dislocation.

Drugs

Doxorubicin hydrochloride (2 mg/ml) was purchased from Ebewe (Unterach, Austria).
Daunorubicin hydrochloride (2 mg/ml) was purchased from Sigma Chemical Company
(St. Louis, MO, USA). Pegylated liposomal doxorubicin hydrochloride Caelyx®
(2 mg/ml) (Janssen Pharmaceutical NV, Belgium) was obtained from the hospital
pharmacy. Drug stocks were stored following the manufacturer’s recommendations or, if
it was required, following the experiment design. Drug solutions in the PBS were

prepared fresh on the experiment day.

Cells

Syngeneic T cell EL4 lymphoma cell line was purchased from the ATCC (American Type
Culture Collection, USA). The SL2 lymphoma cell line was obtained from Utrecht
University Medical Centre (The Netherlands).

EL4 and SL2 cells were cultivated in DMEM (Thermo Fisher Scientific, USA) or RPMI-
1640 (Thermo Fisher Scientific, USA) medium respectively. Both media were
supplemented with 10% FBS (calf serum), 2 mM L-Glutamine and antibiotics (100 U/ml
penicillin and 100 pg/ml streptomycin). Cells from both lines were grown in sterile
75 ecm? plastic flasks (Thermo Fisher Scientific, USA) in a CO; incubator with 5% CO, at

37°C. Prior to experiments cells were cultured for at least 48 hours to achieve > 90%.

Tumour model and in vivo treatment

On Day 0 of the experiment C57BL/6 or DBA/2 mice were inoculated intraperitoneally
(IP) with 0.2 ml of pooled fresh ascitic fluid (5-10* EL4 or 5-10° SL2 cells respectively)
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under aseptic conditions. If required, before the inoculation cells were preincubated with

or w/o different Doxorubicin concentrations for 30 minutes at 37°C.

EL4 lymphoma model

According to the experiment design, intravenous injection of doxorubicin at a dose of
15 mg/kg was given to C57BL/6 tumour bearing mice (TBM) on day 3, day 5 or day
9 after EL4 transplantation. The treatment efficacy of doxorubicin was observed for 60

days. All mice that had survived during this period were considered cured.

SL2 TSDR (two step dormancy / recurrence) lymphoma model

Prior to implantation to DBA/2 mice SL2 cells were incubated for 30 min at 37°C in
freshly prepared RPMI-1640 medium, containing different (0.00; 0.05; 0.1; 0.5; 1;
10 pg/ml) concentrations of doxorubicin. After the incubation SL2 cells were washed
from the medium, suspended with cold saline to a final concentration of 5x10° cells/0.2 ml
and injected intraperitoneally (IP) to DBA/2 mice. For control, SL2 cells were incubated
in a doxorubicin-free RPMI-1640 medium. All mice that had survived during the 60 days

were considered cured.

Immunophenotyping

For Flow Cytometry analysis cell samples containing 10° cells per 100 pl of FACS buffer
(Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ 07417, USA) were prepared. In order to eliminate
nonspecific antibody binding, cells were incubated for 20 min at 4°C with anti-CD16/CD32
(Fcy R III/IT) antibody (clone 93) (1 pg/10° cells) and then labelled with the following
antibodies: 0.4 pg anti-CD3-APC (clone 17A2); 0.5 pg anti-CD4-FITC (clone GK1.5); 0.5
anti-CD8a-PerCP (clones 53-6.7); 0.02 pg anti-CD44-PE (IM7 clone); 2 nug anti-CD45-
Pacific Blue (clone 30-F11). After staining, cells were incubated for 20 minutes at +4°C,
washed with FACS buffer and analysed with a FACS-LSRII flow cytometer (Becton-
Dickinson, San Jose, CA, USA) and FlowJo v10.7 software (Tree Star, Ashland, OR, USA).
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Doxorubicin intracellular uptake analysis by flow cytometry

Doxorubicin uptake was analysed using a 488 nm laser. At least 20000 cells per sample
were used for the assay. The evaluation of intracellular doxorubicin accumulation was
based on the shift of mean channel fluorescence intensity (AIMCF). Where necessary, cell
apoptosis was confirmed with Annexin V reagent [ 167]. Data were analysed using FlowJo

v10.7 software.

Estimation of total ascites volume

Before sacrifice, mice were weighed on an analytical balance. After cervical dislocation,
the peritoneal cavity of the mouse was opened and, after collecting all the liquid with a
syringe, gently and thoroughly dried with a cotton sponge and then weighed again to
determine the ‘dry’ body weight. The ascites’ fluid content in grams (g) was calculated
by subtracting the ‘dry’ weight from the animal weight before the death and converted to

the volume of liquid in millilitres (ml).

Injection into a retro-orbital plexus

Doxorubicin injection into mice was performed according to the methodology described
by Yardeni and colleagues [168]. This method is based on the administration of the drug
not into the tail vein but into the retroorbital plexus behind the eye of the mouse using 1
ml sterile insulin syringes with an integrated 29G x 12.7 mm needle (Yangzhou
Goldenwell Medical Devices Factory, China). The procedure was performed using

anaesthesia with diethyl ether.

Blood sampling

Blood samples of 125 ul volume were taken from the retroorbital plexus of treated mice
at several time points (5 min, 30 min, 60 min, 6h, 12h, 48h, 72h) after drug administration
and collected to EDTA-coated ‘Microcuvette’ tubes. Each sample was gently inverted
several times to ensure complete mixing with EDTA as the anticoagulant. After

centrifugation at 5000 x g for 10 min, plasma samples were separated and stored at -20°C
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until analysis. Complete blood count (CBC) was performed using Hematology Analyzer

ABX Micros EV60 (Horiba, Japan).

Pharmacokinetics

The intracellular doxorubicin accumulated in the cells from the peritoneal cavity was
measured daily for 10 days (240 hours) after drug injection. Measurements of peripheral
blood drug content were performed during the 72-hours post-injection period. Data
analysis and visualization were performed with GraphPad Prism 9.0.2 and Origin Pro 8.5
Software. The AUC (area under the concentration curve) calculation was based on the

Linear Trapezoidal Method (2) using GraphPad Prism 9.0.2 software.

HPLC

HPLC analysis was performed on a Perkin Elmer system consisting of a Flexar binary LC
pump, a Kit of Flexar 3-channel vacuum (3 CHNL VAC) degasser, a Flexar LC
autosampler and Flexar fluorescence detector (Xenon lamp). The chromatography
separation was performed on a Brownlee Bio C18 column (4.6 X 150 mm, 5 pm particle
size, Perkin Elmer, Shelton, USA). Samples were delivered via isocratic flow at a rate of
0.25 mL/min. The column temperature was maintained at 37°C and excitation and
emission wavelengths were set at 475 and 555 nm respectively.

The chromatography data were acquired and analysed by Chromera software (Perkin

Elmer, Shelton, USA).

Confocal microscopy

The localization of the drug in the cells was examined with a Nikon Eclipse TE2000-U
C1 Plus laser confocal microscope equipped with a 488 nm argon laser (Nikon, Japan)
using a 60 % 1.4 NA objective (Nikon, Japan). Cell morphology was assessed by light
microscopy. A 515/30 transmittance filter (Semrock Inc., USA) was used to determine the
fluorescence of fresh (Dox) or thermally exposed drug doxorubicin (Dox-dgr).
Fluorescence spectra were analysed both in individual cells and in their internal
structures. Fluorescence was measured in specific regions of interest ROI. Images were
further processed using EZ-C1 v3.91 (Nikon, Japan) and Image] v1.53a software (NI/H,
USA). The absorption and fluorescence spectra of 20 pg/ml doxorubicin solution in PBS
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were measured with a Varian Cary Win UV (Varian Inc., Australia) spectrophotometer
and FLS920 spectrofluorometer (Edinburgh Instruments, Livingston, UK) and further

analysed using Origin 8.5 software.

Transmission electron microscopy (TEM)

For transmission electron microscopy (TEM) analysis, samples were diluted 50x with
distilled water. Then 6.5 pl of the sample was directly applied to the Holey carbon-coated
copper grid (Agar Scientific) and stained with two drops of 2% uranyl acetate (pH 4.5).
After drying, samples were examined with Tecnai G2 F20 X-TWIN transmission electron

microscope (FEI, Japan), operating at 200 kV.

Size analysis by Dynamic light scattering (DLS)

The particle size and size distribution of liposomal doxorubicin Caelyx was measured
using dynamic light scattering by a Zetasizer Nano-ZS analyser (Malvern Panalytical.,
UK) operating a 4 mW He—Ne laser. The measurement was performed for 50 seconds at

316,000 photons per second (316.0 kcps) at an average light scattering intensity at 25°C.

Statistical Data Analysis

The chromatographic data were acquired by Chromera software from Perkin Elmer. Flow
cytometry results were analysed by BD FACSDiva Software and FlowJo™ 10 Software.
Images obtained by confocal microscopy were processed using EZ-C1 v3.91 (Nikon,
Japan) and Imagel] v1.53a software (NIH, USA). OriginPro 8.5 software (OriginLab
Software, USA) was used to display the data as well as for statistical analysis. Where
applicable, quantitative data were presented as a mean + standard deviation. The area
under the drug concentration curve (AUC) was calculated using the trapezoidal formula
(2). For normally distributed data a two-tailed unpaired Student's t-test was used. In other
cases, the Mann-Whitney U test was performed. Kaplan-Meier survival curves were
plotted using OriginPro 8.5 software to assess survival. The median survival, p-value and
hazard ratio (HR) of the tested animals were analysed using OriginPro 8.5 and GraphPad
Prism 9.0.2 using the Log-rank test.
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For data with normal distribution, statistical significance was determined using a two-
tailed unpaired Student’s t-test. The Kaplan-Meier survival curves and hazard ratios were
analysed with a Log-rank test. Statistically significant results in some charts are encoded

as *p <0.05, **p <0.01, ***p < 0.001, ****p <0.0001.

RESULTS

Evaluation of the chemotherapeutic drug doxorubicin uptake and retention in EL4 T

lymphoma cells and its therapeutic efficacy with tumour size

Survival studies of C57BL6/NCr mice

For doxorubicin uptake and retention analysis, EL4 T cell lymphoma model in
female C57BL/6NCr mice was used. According to the experiment design (fig.4), on day
0 all mice were weighed and injected with 5*10* EL4 lymphoma cells into the peritoneal
cavity (IP) and then, except control group, were intravenously (IV) injected with a single
15 mg/kg Dox dose on day 3, 5, or 9 for Dox 3, Dox 5, and Dox 9 respectively. The
tumour size of 0.15-10°+0.03, 0.6-10° + 0.07 and 22.7-10°+3.89 EL4 cells was
determined on days 3, 5 or 9 respectively.

Interestingly, even the modest changes in tumour size on the day of Dox
administration led to significant differences in therapeutic outcomes.

The median survival of untreated TBM (control group) was 14.5 days. During the
first 9 days after EL4 cell administration, neither a significant increase in body weight nor
in tumour volume was observed in untreated mice. In contrast to the early stage, the later
stage of tumour growth (days 10—13) showed a significant increase in animal body weight
up to 34.4+1.52 g on day 13 as well as the rapid EL4 ascites volume increase up to 9.7
ml until day 13 (Fig. 6). While EL4 tumour ascites exhibited a 48.5-fold volume increase,
tumour cell number reached up to 4060-fold amount up to 2.03-10% on Day 13 compared
to the beginning of the experiment (fig. 7).

Dox 3 TBM group showed the most effective treatment outcome: 60% of this group
survived more than 60 days (fig.5) with no sign of residual tumour. Any significant
changes in animal body weight or ascitic volume weren’t observed either. Moreover, the

highest drug content in tumour cells 60 min after drug administration as well a strong
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drug cytotoxic effect was detected in this group. EL4 cells were no longer detected in the
peritoneal cavity of TBM 72 hours post-injection.

Meanwhile, a group of Dox 9 mice were completely resistant to treatment. The
median survival time of those mice was -14.5 days and did not differ from that of
untreated mice (p = 0.8949, HR = 1.089). Any differences in body weight increase or
ascitic fluid accumulation weren’t observed either.

Although not considered to be cured, Dox 5 group exhibited signs of remission with
a significant increase of survival rate up to 25 days (p <0.0001, HR =0.2245) in comparison
to untreated mice. The amount of EL4 cells dramatically decreased in the peritoneal cavity
72 hours after Dox administration. During 12-days period after drug administration, cellular
Dox content was gradually decreasing in the PerC cells of these mice.

Based on the data Dox 3, Dox 5 and Dox 9 mice groups were renamed to ‘cure’,
‘elapse’ and ‘resistant’ mice respectively (see fig. 5).

The study evaluated the dynamics not only of the absolute number of EL4 cells but
also of the density of these cells in the peritoneal cavity. The changes in EL4 cell density
negatively correlated with intracellular drug doxorubicin concentration and therapeutic

outcome (table 3.1).

Pharmacokinetics

To determine the intracellular chemotherapeutic drug doxorubicin in PerC and tumour
cells, the flow cytometry analysis of the cells from the peritoneal cavity was performed
at 60 min, 48 h, 96 h, 144 h, 240 h time points after injection. Then the intracellular drug
content, as well as drug half-life (ti12), were evaluated. Cytostatic levels in PerC cells of
cure, relapse and resistant groups of mice were as follows: 10.75 +0.35 ng/mg, 8.7 = 0.42
ng/mg and 6.3 £ 0.99 ng/mg respectively. Meanwhile, mean fluorescence channel shift
(dMCF) in EL4 cells of cure, relapse and resistant mice 60 min post-injection was 85 =+
2.2, 58 £ 1.7, 11 £ 2.5 respectively (Fig. 9, Table 3.2). The cure TBM displayed a
significantly higher (824.18 + 57.2 ng-h/mg) AUCo.104 of cellular Dox as compared to
relapse 456.83 £+ 26.8 ng-h/mg or resistant (157.55 + 23.3 ng-h/mg) TBM. Dox half-life
(t12) was also significantly reduced in resistant mice (9.5 h) in comparison to the cure
(43.4 h) and relapse (39.3 h) group (Fig. 10). A negative correlation (R= -0.86), found

between tumour size and drug content in cancer cells, suggests that the size of the tumour
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on the day of injection affects the accumulation of the drug in the cells and corresponds
to the treatment outcome (Fig. 11). We hypothesized that the rapid increase of cell density
at the early avascular stage of tumour growth can govern the reduction of cellular drug
uptake, retention and eventually to drug susceptibility. This phenomenon is similar to the

‘inoculum effect’ reported to tumour cells exposed to cytotoxic drugs in vitro.

The systemic effect of Doxorubicin

To evaluate the systemic effects of doxorubicin complete blood count (CBC) was
performed. All mice, regardless of the day of Dox injection, showed a significantly
reduced number of leukocytes, lymphocytes and monocytes 48 hours post-injection
compared to untreated mice (Fig. 12). No significant differences in leukocyte,
lymphocyte, and monocyte counts were observed between the treated groups, regardless
of the treatment regimen. The effect of doxorubicin on granulocyte, platelet and
haemoglobin levels was not determined (Fig. 12). Reassessment of blood analysis at day
10 after doxorubicin injection showed complete recovery of blood counts. (Table 3.3).
According to some studies, mean erythrocyte volume (MCV) and mean platelet volume
(MPV) play an important role in the response to chemotherapy [65], [170]-[172]. In our
study, no differences were found between MPV and MCV.

Furthermore, no association of plasma drug concentrations with tumour size, density or
overall treatment efficacy was observed (table 3.2). It can be assumed that it is not the

plasma drug tissue drug content plays a key role in determining anticancer activity.

SL2 lymphoma TSDR model

Studies in the EL4 lymphoma model of doxorubicin C57BL6/NCr mice have shown the
correlation between tumour size and cellular accumulation the role of this correlation to
the therapeutic efficacy. Studies by other authors show that residues of some cytostatic
(e.g., platinum) compounds are found in tissues after a long time after cessation of the
treatment and are associated with side effects of treatment [17], [173]. However, tissue
accumulation of chemotherapeutic drugs may be associated not only with side effects but

also with dormancy and remission of tumour cells. Therefore, the further release of
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cytotoxic compounds from tumour cells may lead to tumour recurrence even after a long

period of remission.

To demonstrate the role of cellular drug internalization on tumour recurrence rates, we
designed two-step dormancy/recurrence (TSDR) murine model. According to the
experiment design, viable SL2 lymphoma cells preloaded with various doxorubicin
concentrations (up to 10 pg/ml) for 30 min at 37°C were implanted intraperitoneally (i.p.)
into DBA/2 mice. Although low Dox concentrations (0.01-1.0 pg/ml) resulted in tumour
recurrence and worse survival outcomes, SL2 cells exposed with 10 pg/ml doxorubicin
concentration were not able to resume proliferation and recurrence thus had no adverse
effect on the survival rate of DBA/2 compared to intact mice. DBA/2 mice receiving SL2
cells incubated with this amount of drug survived for more than 60 days (p = 0.0004,
HR = 0.09486, n = 6) and were considered cured. SL2 incubation with a medium
concentration (1 pg/ml or 0.5 pg/ml) of doxorubicin resulted in 19.5 days (p = 0.0615,
HR =0.4761,n=6) and 19 days (p =0.4711, HR = 0.4761, n = 3) survival median. Low
concentrations (0.1 pg/ml, and 0.05 pg/ml) of the drug showed no differences compared

to untreated mice with median survival equal to 16 days (Fig. 17).

Stability studies of the chemotherapeutic drug doxorubicin

To simulate body indwelling drug decay, Dox was kept at 37°C in darkness in the original
vial for 120 days (medium-term) and 365 days (long term) and later analysed by HPLC,

spectrometry, confocal microscopy and CBC analyser.

The HPLC analysis of doxorubicin after medium-term (120-days) exposure at 37°C
revealed the significant (16.8-fold) reduction of the main Dox peak (11.15 min) compared
to fresh Dox sample. Daunorubicin was used as an internal standard (retention time

17.2 min).

Also, few additional peaks at 7 min, 8.5 min, 10.5 min, 16.49 min, 17.33 min were

detected (see Fig. 19)

Evaluation of the absorption spectrum of doxorubicin exposed at 37°C resulted in band
broadening with significant hypochromism in the spectral range between 415-540 nm
and weak hyperchromism in the spectral range above 540 nm compared to the fresh dox

spectrum (Fig. 20). This change in the absorption spectrum, together with the observed

104



decrease in fluorescence intensity in dox aqueous solutions (Fig. 21), may be related to

drug aggregation and/or dimerization [177].

The uptake of incubated for 365 days at 37°C (Dox-365) in SL2 cells measured by both
flow cytometry and confocal microscopy showed dim but still detectable fluorescence in
SL2 cells compared to fresh Dox. The intensity of nuclear fluorescence was found to be
14-fold lower in Dox-365 samples than in fresh samples (Fig. 23). Moreover, Dox-365
lost its nuclear selectivity in viable cells and was distributed among all cell compartments

(Fig. 24).

Raman spectra of fresh and long-term (> 365 days) incubated anthracyclines
(doxorubicin, daunorubicin, epirubicin) were evaluated to monitor the long-term effects
of 37°C on chemotherapeutic drugs. The shift was determined in the Raman spectra of all
temperature-affected drugs compared to their fresh control. Based on the obtained data,
the long-term effect of 37°C temperature led to the structural changes of all studied
anthracyclines (Fig. 22 a). Assessing the effect of different time durations (90 days and >
365 days) on the chemotherapeutic drug doxorubicin, changes in the spectrum can be seen
at the peaks of 506 cm™!, 1206 cm™!, 1445 cm! after 90 days incubation (Fig. 22 b). The
Raman spectrum of doxorubicin incubated for a longer period (> 365 days) shows greater
shifts in these peaks than Dox spectrum after 90-days incubation. According to our results
the prolonged incubation at temperature leads to drug degradation. These data were

consistent with the absorption and fluorescence analysis of the data obtained by HPLC.

Evaluation of the stability of the liposomal drug doxorubicin Caelyx

To compare the effect of long-term (365 days) effects of human physiological body
temperature on the stability of liposomal doxorubicin Caelyx liposomes, liposomes were
visually analysed by transmission electron microscopy (TEM) and their size by dynamic
light scattering (DLS). The electron micrographs of fresh Caelyx showed homogenous
oval particles. Homogeneity of the particles was also recorded by DLS analysis revealing
a single peak. In contrast, long-term exposure led to reduced homogeneity and
disintegration of drug liposomes (Fig. 27 B) as well as the occurrence of two peaks of

Caelyx-365d. (Fig. 28 B).

105



Flow Cytometry analysis of Doxorubicin uptake in SL2 cells

The effect of long-term exposure at 37°C temperature on the accumulation of standard
(Dox) and liposomal doxorubicin (Caelyx) in SL2 cells was analysed by flow cytometry.
A concentration of 10 pg/ml of drug was chosen because it was effective in our in vivo
study. Doxorubicin incubated for 365 days (Dox-365) showed significantly lower
fluorescence (AMCF = 3790) compared to fresh doxorubicin (dIMCF = 7134) or drug
incubated at 37°C for 15 days (Dox-15) (AMCF = 9083). In contrast to standard
doxorubicin, the fluorescence of liposomal doxorubicin in SL2 cells increased after long-
term (365 days) incubation at 37°C. The shift in fluorescence intensity (AIMCF) of Caelyx-
365 was 16-fold higher compared to dMCF of fresh Caelyx (Table 3.4, Fig. 25). The
increase of fluorescence of liposomal doxorubicin, uncommon to any other
anthracyclines, i.e., daunorubicin, epirubicin, tested, might be the result of degradation of

liposome particles leading to extrusion of the drug doxorubicin.

Evaluation of the myelosuppressive effect of doxorubicin

To investigate the myelosuppressive effect of fresh (Dox) and incubated for 120 days
(Dox-120) or 365 days (Dox-365) at 37°C doxorubicin peripheral blood from DBA/2
mice was analysed by CBC analyser 48 hours after 15 mg/kg drug dose injection into the

retro-orbital plexus.

A significant decrease in leukocytes, lymphocytes, and monocytes was observed
compared to untreated mice. The average count of leukocytes, lymphocytes and
monocytes of untreated mice was 7.30 +£0.59-10%/L, 5.20 = 1.43-10°/L, 1.33 £ 0.38-10°/L
respectively. Dox injection caused the significant decrease of these values to 2.8 +
0.65-10°L (p < 0.0001, n = 5), 1.86 = 0.59-10°L (p = 0.0131, n = 5) and
0.58+0.33-10°L (p = 0.0204, n = 5) respectively. No significant decrease in
lymphocytes and monocytes count was observed neither after Dox-120 nor after Dox-365
injection (Fig. 29). However, reduced leukocyte count equals to 4.66 + 1.9-10%/L (p =
0.0332, n = 5) was shown after Dox-120 injection. Long-term (365 days) exposure at
37°C resulted in the loss of myelosuppressive activity of doxorubicin. Dox-365 did not
cause leukopenia in any treated mice. Liposomal doxorubicin Caelyx showed a much

weaker myelosuppressive effect compared to free doxorubicin. 15 mg/kg Caelyx injection
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was followed by leukocyte decrease to 6.0 = 0.66:10°/L (p = 0.0113) compared to
2.8+ 0.65-10°/L (p <0.0001, n = 5) after free drug dose (Fig. 30).

DISCUSSION

The use of murine models for the development of new drug compounds and the
improvement of existing therapeutic regimens is common in preclinical studies. These
models are a convenient way to evaluate the efficacy and toxicity of drugs as well as to
study their interactions with other compounds [159]. The EL4 T lymphoma and SL2 T
lymphoma models in C57BL6/NCr and DBA/2 mice, respectively, were used to evaluate
the uptake and retention of the chemotherapeutic drug doxorubicin. The analysis of
doxorubicin pharmacokinetics in plasma revealed the rapid plasma elimination of the
drug following a 15 mg/kg dose due to the large distribution volume of the anthracycline.
The determined plasma Dox Cpax in our study was 1.33 pg/ml which is comparable to the
1-4 pg/ml showed by others. 72 hours post-injection plasma drug content was below the
detection limit. Plasma levels of doxorubicin in C57BL6/NCr mice observed 60 min post-
injection did not show any relationship between plasma drug concentration and
therapeutic effect. The majority of pharmacokinetic studies analyse drug changes in the
body during the first 24 hours after injection. At a later stage, pharmacokinetic studies are
limited since the drug is almost non-existent in the circulation and its residual amount has
no association with therapeutic or side effects of the treatment [14]. A different situation
is observed in the tissues though. There have been several reports revealing the occurrence
of platinum residues in urine and blood of patients with testicular cancer more than
10 years after cessation of chemotherapy 15], [19]. Higher concentrations of platinum
compounds in preoperative biopsy specimens have been associated with better treatment
outcomes in patients with non-small cell lung or bladder cancer [16], [32]. According to
Wang et al., mass spectroscopy analysis of radioactive [14C] carboplatin-DNA adducts
showed the correlation with cytotoxic effects of cisplatin and carboplatin in non-small
cell lung cancer cells in vitro. Despite the interesting and optimistic results, the method
itself is not easily implemented in clinical practice. In contrast, the content of
chemotherapeutic drug doxorubicin due to its fluorescent properties might be examined

by a simple flow cytometry method. Monitoring of the intracellular doxorubicin and
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evaluating pharmacokinetic parameters of the drug would be a more convenient method
to apply in clinical practice compared to platinum compounds. The doxorubicin
accumulation in tissues was found to be up to 100-fold higher than the maximum plasma
concentration [14]. According to our EL4 lymphoma model in C57BL/NCr mice, the
amount of intracellular, but not plasma, doxorubicin and its retention time correlates with
the therapeutic efficacy and treatment response. Administration of the same dose of
15 mg/kg doxorubicin on day 3 after implantation of 5-10* EL4 cells resulted in
significantly higher drug accumulation in peritoneal and tumour cells 60 min post-
injection, slower drug elimination and significantly higher AUCy.104 compared to drug
injection on day 5 or 9 after tumour implantation. Differences in the pharmacokinetics of
the drug in tumour cells resulted in complete recovery in the Day 3 (‘cure’) group of mice,
resistance of Day 9 (‘resistant’) and intermediate results of Day 5 (‘relapse’) group). The
analysis was performed only in the early stage (days 3-9) of cancer to avoid the effect of
systemic toxicity as a result of increase in haemorrhagic ascites volume, common to late-
stage tumours. Small changes in EL4 cell number and cell density in the early avascular
phase (days 1-9) resulted in a significant decrease in doxorubicin AUCy.i04 and a
deterioration in response to treatment. Decreased Dox uptake at higher tumour cell
densities in the peritoneal cavity of mice can be explained by the ‘inocular’ effect
described by Kobayashi and colleagues in 1992 [7]. The authors showed that the cytotoxic
effects of doxorubicin and vincristine were attenuated by the increasing number of Molt-
3 cells in the acute lymphoblastic leukaemia (ALL) cell line in vitro [181]. Negative
correlations also between the treatment efficacy and cell number have been demonstrated

in both daunorubicin [13] and paclitaxel [39] studies in vitro.

In our study tumour size and density in the peritoneal cavity of mice were the only factors
that influenced doxorubicin accumulation, retention, and cellular AUC. This phenomenon
could be explained by the inoculation effect in vivo. Although the number of EL4
lymphoma cells increased exponentially during the experiment, the mass of tumour cells
at the terminal stage was only 0.2 g. This increase was less significant compared to the
animal weight gain of 13 g due to ascites fluid accumulation in the terminal stage of
tumour growth. In contrast to ascites, solid EL4 tumours of similar size (0.2 g) were not
lethal to mice. Within 12 days of EL4 tumour progression, the volume of ascites fluid

increased 48.5-fold (from 0.2 ml to 9.7 ml) and the tumour cell count increased > 400-
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fold. Tumour cell density in the peritoneal cavity increased about 10-fold faster than
mouse weight or ascites volume. According to several publications, the individual blood
kinetics of doxorubicin may be an important factor in determining not only the therapeutic
effect but also the myelotoxicity, cardiotoxicity, or interaction of the drug with other
concomitant medications. In our EL4 lymphoma model, the drug-induced significant
reduction of leukocyte, lymphocyte and monocyte counts did not correlate with
therapeutic efficacy or tumour recurrence. Regardless of EL4 tumour size and density on
the day of drug injection, no differences in myelosuppressive effects were observed
between groups of mice. The data obtained suggest that the ability of doxorubicin to
induce myelosuppression had no association with the therapeutic effect in our EL4
lymphoma model. We hypothesize that evaluation of the intracellular drug content would

be a much more accurate measure than evaluation of haematological toxicity.

The study using our developed TSDR dormancy/recurrence model demonstrated that SL2
lymphoma cells preincubated with 10 pg/ml Dox lost their ability to proliferate in
peritoneal cavity of DBA/2 mice. Lower Dox concentrations (0.05-1.0 pg / ml) were not
sufficient to retain tumour cells at dormancy. Concentrations of 10 pg/ml Dox appear to
be quite high and might raise some doubt on the clinical application because the plasma
concentration of 10 ug/ml doxorubicin has not been reached. The maximum plasma Dox
concentration in our studies was 1.33 pg/ml. However, due to the short (30 min)
incubation of the cells with Dox, the calculated cellular AUCo.o,5n in tumour cells was
5.0 pg*h/ml and was not much higher than the drug AUCo.72n of 3.6 ng*h/ml, estimated
in plasma. Similar studies were performed with the SUM159 breast cancer cell line in
vitro. Otherwise, the authors chose 48 hours incubation and 1 pg/ml doxorubicin
concentration [24]. We chose a Dox concentration of 0.05-10 png/ml and a shorter 30 min
incubation for our studies, as this duration is the most consistent with the in vivo plasma
pharmacokinetics. According to many publications, anticancer drugs can persist in
tissues for months or even years after the end of chemotherapy [15], [16], [103], [175].
According to the literature, long-term tissue retention of cytotoxic drugs, including Dox,
is associated with side effects such as neurotoxicity, cardiotoxicity, tinnitus, etc. [15],
[58], [103], [193], [194]. We hypothesize that long-term retention of the drug in the
tissues could be an important factor in determining the presence of tumour cells in a state

of ‘dormancy’, inhibition of proliferation and longer remission after therapy.
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Once retained in tissues, cytostatic should be exposed to physiological body conditions
(human body temperature, enzymes, pH fluctuations, etc.). To simulate the effect of
physiological human body temperature on tissue-stored drug stability and cytotoxic
activity, we investigated the effect of long-term (up to 365 days) incubation at 37°C on
chemotherapeutic drug doxorubicin. According to the results, short-term (2 weeks)
incubation at 37°C did not affect the stability of doxorubicin. Medium (120 days)
incubation at 37°C has already led to some degradation of the product (appearance of new
peaks uncharacteristic to fresh doxorubicin in the HPLC chromatogram). The major peak
of doxorubicin, although 16.8-fold lower, showed a small but still noticeable amount of
the main doxorubicin product, which was equal to about 5.95% of the fresh doxorubicin.
Medium-term (120 days) exposure of the Dox of temperature exposure still retains

residual myelosuppressive activity.

Long-term exposure at 37°C resulted in weaker doxorubicin fluorescence in both aqueous
solution and cells. Doxorubicin also lost its myelosuppressive activity, the ability to
selectively bind to the cell nucleus. Absorption and fluorescence spectra also suggest that
aggregation and/or dimerization of doxorubicin has occurred. The decrease in amplitude
of the fluorescence signal is mainly due to static/dynamic quenching, including
spontaneous quenching, and the aggregation of monomers into non-fluorescent dimers.
Aggregation is also known to result in broadening of the major absorption band of
doxorubicin (significant hyperchromism) at 415-540 nm, and weak hyperchromism in

the range above 540 nm [177], [195]

In recent years, Raman spectroscopy has become a potential application within drug
discovery and development. In pharmacology, this technique might be promising to
investigate the activity of drugs and to establish a drug’s physicochemical properties
[178]. To observe the long-term exposure-induced effect on chemotherapeutic drugs,
Raman spectra were obtained. The shift in the Raman spectrum compared to the fresh
drug also indicates the degradation of doxorubicin. According to the results, long-term
exposure structural changes occurred in all anthracyclines (doxorubicin, epirubicin and
daunorubicin) tested. These data coincide with those gathered from HPLC, absorbance
and fluorescence analyses. Unlike anthracyclines, none of platin-containing s tested (cis-
platin, carboplatin, oxaliplatin) showed any differences in Raman spectrum compared to

fresh drugs. Even after 6 years keeping it at RT, cis-platin demonstrated the same peaks
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as a fresh drug. Interestingly platinum compounds are shown to remain in the body up to
20 years after cessation of the therapy [173]. The relationship between long-term
circulating Pt levels and well-known long-term and late effects, such as paraesthesia,
hypogonadism, higher LDL-cholesterol levels and hypertension [19]. Otherwise, no long-
term body indwelling drug effect on treatment efficacy has been studied. The stability
data gathered imply that the Pt compound might keep the residual antiproliferative

activity of the drug even after many years of body indwelling.

All tested compounds (both doxorubicin and platinum compounds) were stored in the
original manufacturer's packaging. All studies were performed in vitro. DNA-associated
cytostatic drugs are likely to retain antiproliferative efficacy. It would therefore make

sense to evaluate the stability and antiproliferative activity of tissue-bound compounds.

Pegylated liposomal doxorubicin Caelyx, approved in 1995, is used to treat Kaposi's
sarcoma and recurrent ovarian cancer. Compared to free doxorubicin, the drug has a lower
volume of distribution Vg, a longer elimination half-life ti, resulting in a longer circulating
circulation compared to the standard Dox [160]. However, Caelyx is not widely used in
clinical practice as originally expected. The antitumor activity and toxicity of Caelyx are
generally associated only with its blood pharmacokinetics [198], [199]. Liposomal
doxorubicin Caelyx fluorescence in SL2 cells showed a 19.7-fold lower drug uptake
compared to free doxorubicin (Dox) accumulation in both living and permeabilized cells.
Liposomal Caelyx binds less to degraded DNA in permeabilized cells and has lower
myelotoxic activity compared to fresh Dox. Interestingly, Caelyx was the only anthracycline
tested to show stronger fluorescence in living and permeabilized cells after prolonged
exposure to temperature than fresh drugs. The observed increase in Caelyx fluorescence
intensity after prolonged exposure to temperature could be due to the release of free dox
from the degraded liposome particles after long-term exposure at 37°C, determined by

transmission electronic microscopy (TEM) and dynamic light scattering (DLS).

Although long-term body temperature exposure dramatically affected both cytotoxic and
myelosuppressive capacity of the free drug, further studies of body indwelling drug
interaction with surrounding tissue and its effect on drug antitumor activity are needed.
Our suggested TSDR model might be a convenient tool to study the effect of tissue-bound

drugs on the dormancy and remission.
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CONCLUSIONS
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. Higher tumour size and cancer cell density on the day of drug administration

resulted in poorer uptake of doxorubicin in peritoneal (PerC) and tumour cells and
significantly lower AUC. Poorer doxorubicin uptake and shorter cell retention
were directly correlated with tumour recurrence and disease progression in the

EL4 model.

. Neither tumour size nor cancer cell density on the day of drug administration

affected the plasma pharmacokinetics and systemic myelosuppression of
doxorubicin. No association of doxorubicin-induced systemic myelotoxicity with
therapeutic efficacy has been identified.

SL2 cells incubated with 10 pg/ml doxorubicin completely lost the ability to
proliferate in DBA/2 mice. Lower (0.05-1.0 pg/ml) Dox concentrations were not

effective.

. Long-term exposure to human physiological body temperature reduces the

stability, myelotoxic and antiproliferative efficacy of the chemotherapeutic drug
doxorubicin, and the ability to selectively bind to nuclear structures.

The uptake of the liposomal chemotherapeutic drug doxorubicin Caelyx in living
and permeabilized cells, in contrast to free doxorubicin, increased after prolonged
exposure to human physiological body temperature, possibly due to liposome

degradation.
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struktiira [126]

Doksorubicinas (DOX) Epirubicinas (EPI)
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Priedas B. Antracikliny daunorubicino, epirubicino tékmés citometrijos analizé. Ilgalaikio

(365 d.) 37 °C poveikio vertinimas
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Epirubicinas (EPI)
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Priedas C. Antracikliny epirubicino ir daunorubicino sugerties spektrai. [lgalaikio (365 d.)

37 °C poveikio vertinimas
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Priedas D. Antracikliny epirubicino ir daunorubicino fluorescencijos spektrai. Ilgalaikio

(365 d.) 37 °C poveikio vertinimas
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Priedas E. Liposominio doksorubicino ,Caelyx*“ kriogenin¢ transmisijos elektroniné

mikroskopija
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Priedas F. Platinos vaisty cheming¢ struktiira [95]
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