7 skyrius

FOTOSENSIBILIZUOTOS LASTELES PAZAIDOS

ISsamiai aptariami du lqsteliy Zities budai — apoptozé ir nekrozé — bei
fotosensibilizacijos poveikis jvairiems lgstelés komponentams

Organizmas, kuriame augantis navikas (arba kitas dél lasteliy iSveséjimo ar kity
priezasCiy atsiradgs darinys) yra prikaupgs fotosensibilizatoriy, 1 regimaja Sviesa gali
reaguoti trimis lygiais: 1) zusta fotosensibilizuotos naviko lastelés, 2) suyra naviko
kraujagyslés ir pasireiskia naviko iSemija (ischemija'), 3) kyla imuninis atsakas.
Manoma, kad navikas sunyksta veikiant visiems Siems procesams. Kiekvieno ju indélis
labiausiai priklauso nuo fotosensibilizatoriaus struktiiros, jo dozés, jo telkimosi vietos
organizme, Svitinimo dozés ir spinduliuotés galios, naviko ar kito ardytino darinio
savybiy.

Fotosensibilizuoto organizmo atsakas i Sviesa tiriamas gyvuose organizmuose
naudojant eksperimentinius gyvinus (lot. in vivo — gyvame) ir dirbtinémis salygomis
auginamose lasteliy kultirose (lot. in vitro — lot. stikle, pla¢iagja prasme — dirbtiniame).
Paprastai vaisto ar gydymo budo poveikis gyvam organizmui pradedamas tirti nuo
bandymy su lasteliy kultiiromis in vitro. Dazniausiai poveikis sutrikdo esmines lastelés
funkcijas ir taip sukelia zala organizmui. Todél i$ lasteliy kultiiros atsako i poveiki galima
spresti apie to poveikio jtaka organo ar viso organizmo biiklei. Lasteliy kultiiros yra labai
svarbus fotosensibilizacijos vyksmy tyrimy objektas, ir jose tirilama tiesioginé
fotosensibilizuoty lasteliy zitis.

Siame skyriuje apzvelgsime zinias, sukauptas tyrimais in vitro ir in vivo.

YIschemija ( gr. ioyoupia, isch — suvarzymas, hem — kraujas) kraujo apytakos sutrikimas,

paprastai kylantis kraujagyslése; dél jo pazeidZziamas atitinkamas audinys.
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Lasteliy zatis. Lasteliy zuties molekuliniai vyksmai yra viena 1§ labiausiai
tiriamy lastelés biologijos sriciy. Pazinus priezastis, trikdancias lasteliu gyvybinguma,
galima tikétis, kad sékmingiau bus kuriami vaistai, Zudantys nenormaliai gyvybingas
lasteles arba apsaugantys nuo nepageidaujamos lasteliy zities.

Pirmiausias lasteliy ztties tyrimy uzdavinys — atpazinti, kuri lastelé yra gyva, o
kuri jau Zuvusi. 2005 m. buvo susitarta, kad zuvusiomis bus laikomos lastelés, turincios
bent viena $iy pozymiu: 1) lastel¢ prarado plazmalemos integraluma (kitaip — ,,prakiuro*
lastele gaubianti plazminé membrana); 2) lastelé ir jos branduolys visai subyréjo 1
atskirus kunelius; 3) lastelés liekana (-as) prarijo kita lastelé in vivo. Pastaruosius du
pozymius galima aptikti mikroskopu, o plazmalemos integraluma galima jvertinti
biocheminiais metodais arba dazant vadinamaisiais vitaliniais dazais. Sie pozymiai
svarbiis ir nustatant zudanti poveiki lasteliy kultiirai in vitro (vadinamajj citotoksiskuma).
Taciau labai daznai vertinamas ne zZuvusiy lasteliy kiekis, o visos kultiiros gyvybingumas.
Tada tiriama, kaip dél poveikio pakito lasteliu kultiiros klonogeniSkumas, t. y. lasteliu
geba dalytis (sudaryti klonus — vienos lastelés palikuonis), medziagy apykaita, DNR
sintez¢ ar kitos lasteliy funkcijos.

Naviko vystimasi ir jo atsparuma prieSvéziniam gydymui lemia neseniai suprasta
véziniy lasteliy ypatybé — atsparumas lasteliy ziciai ir ypa¢ apoptozei (gr. apoptosis —
sezoninis lapy ar ziedy kritimas, graikiskai tariama apOtosis), vienam i$ programuotos
lasteliy ziities pavidaly. Intensyviis apoptozeés tyrimai ir i§samios Zinios apie apoptozés
molekulinius vyksmus Iémé, kad Siuo metu ieSkoma tokiy vézio gydymo bidy, kurie
sukelty véziniy lasteliu apoptozg. Atrodo, uzmirstama, kad dauguma naviky lasteliy yra
katastrofai. Juolab kad prieSvéziniais vaistais ar Svitinimu nuslopinus apoptozg,
padauggja lasteliy, ziivanciy kitais, ne apoptozés biidais. Deja, ziniy apie visus kitus
lasteliy ziities biidus yra sukaupta kur kas maziau negu apie apoptoze.

Fotosensibilizuotos lastelés gali Zzti tiek apoptozés, tiek ir kitais budais.
Zities kelia lemia lastelés savybés ir tai, kuriame lastelés skyriuje sulaikomas
fotosensibilizatorius (Oleinick ir Evans, 1998). Galima teigti, kad tie fotosensibilizatoriali,
kurie kaupiami endoplazminiame tinkle ir (ar) Goldzio komplekse arba mitochondrijose,

sukelia apoptozg, o tie, kurie sulaikomi plazmin¢je membranoje ar lizosomose, slopina
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apoptozés programa, ir ima vyrauti nekrozé. Pasirodé¢ pirmieji praneSimai, kad
fotosensibilizuotose lastelése pastebéta autofagijos pozymiy (Kessel ir kt., 2006).

Kaip rutuliojasi lastelés Ziities vyksmai, kuo skiriasi jvairais Ziities tipai? Siuos
klausimus pirmiausia aptarsime bendruoju pozitriu, o véliau iSnagrinésime, kaip Ziista

Svitinamos fotosensibilizuotos lastelés.

Programuota ir atsitiktiné lasteliy Zutis. Programuota lasteliy zutis — tai lasteliy
mirtis, kai pacios lastelés komponentai ,,nuzudo* Iastelg, paleidg jos genuose uzkoduota
zities programa. Programuota lasteliy ziitis pirmiausia buvo aptikta tiriant nattralia
besivystan¢io gemalo lasteliu Zzitj, iStinkancia lasteles, kurios biitinos gemalui tik
laikinai, o po tam tikro laiko tampa tik nereikalinga nasta. Sj lasteliy mirties tipa galima
laikyti genetiSkai uZkoduota savizudybe. Pastablis embriologai iSskyré triju tipu
programuota lasteliy ziiti. Vykstant I tipo programuotai Zii¢iai, sutankéja (kondensuojasi)

branduolio medziaga ir visa lastelé susitraukia. Vykstant II tipo programuotai lastelés

Vo=

Vo=t

nevaldomai praleisti medziagas, kurios nepracina pro normalios lastelés plazming
membrana. Sie Zities tipai dabar yra vadinami apoptoze, autofagija ir nekroze (atitinka I,
IT ir III tipo programuota zut]) (Buytaert ir kt., 2007). Lasteliy sandaros pokyciai, budingi
programuotai ztstancioms lasteléms, pastebéti ir tiriant lasteliy atsaka { Zalingus aplinkos
poveikius, pavyzdziui, toksiSkus cheminius junginius, jonizuojanc¢ia spinduliuote. Todél
kai kuriuos patologingés lasteliuy ziities pavidalus imta vadinti programuota lasteliy ziitimi.

Programuotos lasteliy ziities savoka yra gana prieStaringa, ir laikui bégant jos
turinys kinta. Pradéjus tirti molekulinius apoptozés vyksmus ir atskleidus juy sekas bei
juos valdancius genus ir baltymus, programuota lasteliy Zut] imta tapatinti su apoptoze.
Atradus autofagijai svarbius genus, Sis lasteliu ziities tipas pradétas laikyti savita
programuotos Zziities forma. Nekrozé¢ buvo laikoma atsitiktine pasyvia lastelés zutimi,
kuria sukelia patologiniai veiksniai. Taciau pastaruoju metu skelbiama vis daugiau
duomeny, kad lastelé valdo ir nekrozg. Taip nyksta ribos tarp programuotos ir atsitiktinés
lasteliy ziities savoku. Todé¢l patariama mokslinéje literatiroje vengti tokiy terminy kaip

programuota ar atsitiktine lastelés Zitis, geriau kuo tiksliau apibiidinti stebima Ziities tipa,
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pavyzdziui, apoptoze su kaspaziy aktyvinimu. Nuo apoptozés ir pradésime lastelés Ziities

keliy apzvalga.

Apoptozé
Apoptozés morfologiniai poZymiai

Apoptozé — tai vadinamoji I tipo programuota ztis, kuriai prasidéjus
lasteléje aktyvuojami saviti fermentai ir imamos skaidyti lastel¢ sudarancios medZziagos.
Skaidymo produktai pasiskirsto tarp membrana apgaubty kineliy, vadinamy
apoptoziniais kiineliais, ir taip citoplazmos medziagos nepatenka uz plazminés
membranos riby { tarplasteling medziaga.

Apoptozei nustatyti sukurta nemazai metody, kuriems reikia sudétingos irangos.
Taciau daznai ja lengva atpazinti nesudétingu optiniu mikroskopu i§ ryskiy lastelés
sandaros pokyciu (7.1 pav.). Prasidéjus lastelés apoptozei, stebimi Sie pakitimai:

- iSnyksta mikrogaureliai ir rySiai tarp lasteliy,

- lastelé apvaléja,

- itraukiamos pseudopodijos,

- sumazéja lastelés tiiris (piknoze),

- pakinta citoplazmos judrumas,

- sutankéja (kondensuojasi) chromatinas ir telkiasi branduolio pakrastyje,

- branduolys fragmentuojasi (karioreksis),

- citoplazmos organeliy struktiira beveik nepakinta,

- plazminé membrana pusléja, bet iSlieka nepralaidi iki paskutiniy apoptozés

stadijy.

Baigiantis apoptozei, lastelé fragmentuojasi { membrana apgaubtus apoptozinius
kiinelius, { kuriuos ,,supakuojamos‘ branduolio, mitochondriju ir kity organeliy liekanos.
Apoptozinius kiinelius fagocituoja aplinkinés Iastelés ar makrofagai.

Dazniausiai apoptozé nustatoma, nudazius gyvas lasteles fluorescuojanciais
dazais, kurie risasi su DNR. Pro fluorescencini mikroskopa matomos ryskios

kondensuoto ir fragmentuoto chromatino sankaupos (7.2 pav.).
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7.1 pav. Lastelés pries fotosensibilizacija (kairéje) ir apoptozuojancios lastelés (desinéje),
fotosensibilizuotos safraninu ir Svitintos 509 nm spindulivotg skleidzianciais Sviestukais.
Praleistos $viesos mikroskopija

7.2 pav. Lasteliy branduoliai prie§ fotosensibilizacija (kair¢je) ir apoptozuojanciy lasteliy
branduoliai (deSinéje); lastelés fotosensibilizuotos safraninu ir Svitintos 509 nm spinduliuote
skleidZianciais Sviestukais. Fluorescenciné mikroskopija

Kitas nesunkus biidas apoptozei aptikti yra DNR elektroforezé, vadinamasis
Northern bloting‘as. Vykstant apoptozei, fermentai skaido chromosomy DNR molekules,
nutraukdami rySius tarp nukleotidy, esanciy tarp nukleosomu. Todél, skirstant DNR
fragmentus pagal judruma elektros lauke, gaunamas rinkinys DNR fragmenty, kuriy
dydis biina nukleosomos dydzio kartotinis. Elektroforegramoje matyti vadinamosios

DNR kopécios.

Apoptozés molekuliniai vyksmai. Apoptozé vyksta dviem etapais.
Pradinés (latentinés) fazés metu lasteliy sandara atrodo nepakitusi, taciau lasteléje vyksta
paruoSiamoji pertvarka. Latentinés fazés metu vykstantys reguliaciniai procesai biina

labai jvairiis, jie priklauso nuo lastelés tipo ir apoptoz¢ sukeliancio stimulo pobiidzio. Tuo
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tarpu vykdomoji (egzekucin¢) fazé visais atvejais biina labai panasi. Egzekucinés fazés
metu lastelé¢je vyksta biocheminiai ir struktiiriniai pokyciai, dél kuriy mazdaug per
valanda lastelé subyra | membrana apgaubtus apoptozinius kiinelius. Svarbiausios lastelés
skaidytojos yra kaspazés - baltymus skaidanciy fermenty (peptidaziy) grupé. Beje, kai
kada apoptoze vyksta ir be kaspaziy.

Kaspazés — tai peptidazés, kuriu aktyviajame centre yra amino rigstis
cisteinas ir kurios skelia asparto riigSties karboksilinés grupés sudaroma peptidini rysi
(angl. caspase - cysteinic aspartate specific peptidase). Kaspaziy pirmtakai —
prokaspazés — yra nuolatos sintezuojami visose lastelése kaip neaktyviis baltymai.
Aktyviais fermentais jie tampa dél autokatalizés arba skeliant kitoms kaspazéms. D¢l to
nutriiksta asparto rtgsties sudaromi peptidiniai rySiai, jungiantys du baltymo domenus, ir
atskyla slopinantis fragmentas. Atsiskyr¢ domenai suriSa kita tokia pora, ir sudaromas
keturiy peptidiniy grandiniy darinys — aktyvi kaspazé. IS 14 zinomu kaspaziy (7.1 lent.)
11 aptikta Zmogaus lastelése. Kai kurios kaspazés svarbios uzdegimo vyksmams, taciau
dauguma yra apoptozés fermentai. Jie skirstomi { dvi grupes — iniciacijos kaspazés ir
vykdomosios (efektorinés) kaspazés. Iniciacijos prokaspazés turi ilgus N galinius
domenus ir tais domenais saveikaudamos su kitais baltymais geba susirinkti | didesnius
telkinius. Ten jos aktyvinamos autokatalizés budu, skeldamos viena kitos peptidinius
rysius.

9.1 lentelé. Kaspaziy funkcijos

Kaspazé Funkcija
1 Interleukiny poseimés baltymy brandinimas
2 Streso sukeltos apoptozés tarpininké
3 Galutiné vykdomoji kaspazé
4 Uzdegimas / apoptozé
5 Uzdegimas / apoptoze
6 Galutiné vykdomoji kaspazé
7 Galutiné vykdomoji kaspazé
8 Zties receptoriaus kelio apoptozés tarpininkée
9 Mitochondrinio kelio apoptozés tarpininké
10 Zties receptoriaus kelio apoptozés tarpininké
11 Sepsinio Soko tarpininké (pelés)
12 Endoplazminiam tinklui savitos apoptozés tarpininké (pelés)
13 Uzdegimas / apoptoze
14 Epidermio diferenciacijos metu ekspresuojama kaspazé
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Apoptozé gali prasidéti dviem keliais — iSoriniu (receptoriniu) ir vidiniu
zalingi poveikiai, tarp ju ir fotosensibilizuoty lasteliy Svitinimas, dazniausiai sukelia
vidinio apoptozes kelio vyksmus.

ISorini apoptozés kelia paleidzia tirpis, | tarplastelini uzpilda sekretuojami saviti
baltymai, vadinamieji zities ligandai, pavyzdziui, FasL, TNF-a. Jie prisijungia prie
vadinamyjy ziities receptoriu — 1 lastelés plazming membrang isiterpusiy baltymuy,
pavyzdziui, Fas, TNF-RI. SuriS¢ trimerini liganda, Ziities receptoriai sukimba vienas su
kitu ir sudaro ziitj sukeliantj signalinij kompleksa DISC (angl. Death-Inducing Signaling
Complex). Taip atsiranda baltyminé platforma, kuri pritraukia kitus baltymus, tarp jy ir
iniciacijos prokaspaziy -8 ir -10 molekules. Kai jy vienoje vietoje susitelkia daug, jos
aktyvina viena kita. Aktyvios iniciacijos kaspazés skaido ir taip aktyvina vykdomasias
kaspazes -3 ir -7 (7.3 pav.).

Siuo metu vyrauja nuomon¢, kad vidinis apoptozés kelias (jis ypa¢ svarbus
fotosensibilizuotoms lasteléms) negriztamai paleidziamas tuomet, kai pradiniai nelaimés
signalai pasiekia mitochondrijas ir i§ ju { citozoli patekusios savitosios molekulés
netiesiogiai aktyvina kaspazes ir DNR skaidancius fermentus. Vidiniam apoptozes keliui

svarbiausios kaspazés yra iniciacijos kaspazé-9 ir vykdomoji kaspazé-3 (7.3 pav.).

ISorinis kelias Vidinis kelias
Faz linandaz DR pazaidos
THFx \ PK.C zlopinimas

Fities receptori
Kaspaze § — Bid — tBid = |
Citachromas o

g

Kaspazéd

Prokaspaze 3
[neaktywi

v

Kaspazés Gir 7 K‘E‘:ﬁ?ﬁﬁ 3

Suzkaidyti
baltymai

7.3 pav. Apoptozés keliai
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Mitochondrijos yra lastelés jégainés, gaminanc¢ios medziagy apykaitos virsmams
naudojama didziaenergi jungini ATP. Taciau dabar mitochondrijos laikomos ir
savizudybés ginkly sandéliu. Jas pasieke ivairts lastelés viduje ar iSor¢je kilg vidinio
apoptozeés kelio signalai padidina mitochondrijy membrany pralaiduma. Tada iS$
tarpmembraninés ertmeés i citozolj patenka tokie kaspaziy aktyvikliai, kaip citochromas c,
Omi/HtrA2 (angl. Omi stress-regulated endoprotease / High temperature requirement
protein A 2), Smac/DIABLO (angl. Second mitochondria-derived activator of caspase /
Direct 1AP Binding protein with a LOw pl) bei Apoptoz¢ Indukuojantis Faktorius (AIF)
ir endonukleazé G (EndoG). Pastarieji du keliauja | branduolj, ten sukelia chromatino
kondensacija ir skaido DNR, taip Zudydami lastele nepriklausomai nuo kaspaziy.
Citozolyje citochromas ¢ pagauna Apoptozés) peptidazg aktyvinanti faktoriy 1 (Apaf-1),
ir jie abu, padedant ATP arba dATP, sudaro dideli baltyminj 7-kartinés simetrijos
kompleksa, vadinamaja apoptosoma. Ji pritraukia iniciacijos prokaspazés-9 molekules,
kur jos aktyvinamos autokatalizés biudu. Aktyvi kaspazé-9 savo ruoztu aktyvina
vykdomasias kaspazes -3 ir -7. Kaip veikia kiti du i§ mitochondrijos istrike kaspaziy
aktyvintojai? Jie suriSa kaspaziy slopiklius IAP (angl. Inhibitors of Apoptosis Proteins) ir
taip palaiko kaspaziy aktyvuma.

Vidinio apoptozés kelio vykdomosios fazés pradzia — padidéjes mitochondrijuy
iSorinés membranos pralaidumas. Kod¢l ir kaip jis padidéja, néra aiSku iki Siol. Yra
sugalvota ne viena priezastis, taiau vyrauja dvi hipotezés. Pagal viena, pirmiausia
padidéja mitochondrijos vidinés membranos pralaidumas, ir dél to véliau ,,prakitira®
iSoriné membrana. Pagal kita, mitochondrijos iSorinés membranos pralaidumas didé¢ja dél
to, kad apoptozés metu Sioje membranoje sukuriami specialils kanalai. Klausimas kaip ir
kodél padid¢ja mitochondrijy membrany pralaidumas, néra savitikslis. Jeigu buty aiSkus
atsakymas, biity Zinoma, i ka nusitaikyti vaisty kiiré¢jams.

Pirmosios hipotezés esmé — reiskinys, vadinamas pralaidumo peré¢jimu (angl.
permeability transition), kai staiga vidiné membrana tampa tokia pralaidi kaip iSoriné
membrana. Tada { mitochondrijos uzpilda ima plisti mazos molekulinés masés
medziagos ir jonai. D¢l susidariusio osmosinio slégio iSbrinksta vidinés membranos
gaubiamas mitochondrijos skyrius, kuris supléSo iSoring membrang ir iSleidzia i citozolj

apoptoz¢ sukeliancias molekules. Manoma, kad pralaidumo peré¢jima valdo vidinéje
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membranoje esanti pralaidumo peréjimo pora, kuri susidaro ir (arba) atsidaro, kai i
mitochondrija patenka daug Ca®" arba susidaro daug aktyviy deguonies formuy,
vadinamyjy ROS. Tai ypa¢ svarbu fotosensibilizuotose lastelése, kur §vitinimo metu
susidaro daug ROS.

Antroji hipoteze teigia, kad mitochondriju iSorin¢je membranoje proapoptoziniai
Bcl-2 (angl. B cells leukemia) seimos baltymai (7.4 pav.) sudaro baltyminius kanalus, pro
kuriuos ir iSeina apoptozg sukeliancios molekulés.

Kas yra toji Bcl-2 Seima? Tai mazdaug 20 baltymuy, kuriy molekulése yra nuo
vieno iki keturiy savity domeny, vadinamuy Bcl-2 homologijos domenais, BH. gioje

Seimoje yra du poseimiai — proapoptoziniai ir antiapoptoziniai baltymai.

_— Hel-2, Helr, Dob2, Beis o B2, Beka

7.4 pav. Bcl-2 Seimos baltymy sandara

Proapoptoziniai Bcl-2 Seimos baltymai skirstomi i dvi grupes — tik BH3 domena
turin¢ius (Bid, Bim, Bad, Puma) ir BH123 multidomeninius baltymus (Bax, Bak), kurie
turi bent BH1, BH2 ir BH3 domenus. Juy veikla skiriasi. Sveikose lastelése BH123
multidomeninis baltymas Bax yra monomerinis ir plaukioja citoplazmoje arba btna
silpnai prikibgs prie endoplazminio tinklo ar mitochondrijy. Gavegs apoptozés signala,
Bax keicia konformacija, keliauja { mitochondrija, isiterpia i jos iSoring membrana, ten
oligomerizuojasi ir taip sudaro kanala. Atrodo, kad tokiu baltymy saveika su membrana
veikia ir membrany lipidy pokyciai. Fotosensibilizuotoms lasteléms tai ypa¢ svarbu, nes
Svitinimo metu susidariusios ROS gali oksiduoti lipidus ir taip keisti membrany savybes.
Apie tik BH3 domena turincius baltymus — kitoje pastraipoje.

Antiapoptoziniuose Bcl-2 seimos baltymuose, tokiuose kaip Bcl-2 ir Bcl-X, yra

visi keturi BH domenai. Sie baltymai aptinkami prie mitochondrijy, endoplazminio tinklo
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membrany ir branduolio apvalkalo i$ citoplazmos pusés. Manoma, kad antiapoptoziniai
baltymai surisa proapoptozinius Bcl-2 seimos baltymus, tokius kaip Bax ir Bak, ir taip
slopina apoptoze. Cia reikia prisiminti likusia proapoptoziniy Bcl-2 baltymy grupe — tik
BH3 domena turin€ius baltymus. Jie, iSskyrus Bid, suriSa antiapoptozinius Bcl-2 Seimos
baltymus, neleidzia jiems saveikauti su Bax ir Bak ir taip padeda apoptozei.

Per Bid baltyma iSorinis apoptozés kelias pasiekia mitochondrijas, nors Siam
keliui, kitaip negu vidiniam apoptozés keliui, mitochondrijy apoptoziniai baltymai néra
biitini — vykdomasias kaspazes €ia aktyvina kaspazé-8. Ka daro Bid? Kaspazé-8 nuskelia
dali Bid molekulés, o susidargs vadinamasis tBid keliauja 1 mitochondrija ir ten padeda
citochromui ¢ patekti i citozolj.

Molekuliniai apoptozés vyksmai yra intensyviai tiriami ir apoptozés kelius galima
pavaizduoti gana i§samiai. Cia apra$ytos tik reikimingiausios molekulés ir svarbiausi

apoptozés vyksmai, kuriais remsimés, nagrinédami fotosensibilizuoty lasteliy apoptozg.

Fotosensibilizuoty lasteliy apoptozé. Svitinimo sukelta fotosensibilizuoty
lasteliy apoptozé yra nustatyta daugelyje lasteliy in vitro, naudojant jvairius
fotosensibilizatorius. Ypa¢ greitai ir intensyviai apoptozé vyksta Iastelése,
fotosensibilizuotose junginiais, kurie kaupiasi mitochondriju membranose. Taciau ir
kitose lastelés vietose esantys fotosensibilizatoriai gali sukelti mitochondrijy lemiama
apoptoze, tik ji iSrySkéja veliau — reikia laiko, kol mitochondrijas pasiekia signalai,
kylantys kitose lastelés vietose, dé¢l kity organeliy pazaidy. Kaip ir bendruoju atveju,
apoptozés budu zuivant fotosensibilizuotoms lasteléms padidéja mitochondrijy membrany
pralaidumas ir | citozolj patenka citochromas c, véliau ima dideéti kaspaziy aktyvumas ir
galima stebéti morfologinius lasteliy pokyc¢ius (Oleinick ir kt., 2002).

Taigi, fotosensibilizuotose lastelése apoptozé vyksta. Ir vyksta vadinamuoju
vidiniu, mitochondriniu keliu, kai lastelés ziiti lemia ne Zziities receptoriaus ligandas, o 18
mitochondrijy istriikusios apoptozinés molekules. D¢l ko Svitinant fotosensibilizuotas
lasteles padidé¢ja mitochondrijy membrany pralaidumas? Kaip ir bendruoju atveju,
atsakymas neaiSkus. Galima rasti duomeny, tvirtinanc¢iu tiek hipotezg, kuri remiasi
pradiniu mitochondrijos vidinés membranos pralaidumo padidéjimu, tiek hipoteze, kuri

remiasi pradiniu mitochondrijos iSorinés membranos padidéjimu.
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Mitochondrijos membrany pralaidumo padidéjimas. Yra gerai zinoma, kad pralaidumo
peré¢jimo pora (PPP) atsiveria, kai lasteléje (o dél to ir mitochondrijose) padidéja
oksidanty, laisvy riebaly rigs¢iu ir Ca®* koncentracija. Siy junginiu koncentracija
padidéja ir Svitinant lasteles jvairiais fotosensibilizatoriais. Tad lyg ir biity prielaidy
padidéti vidinés membranos pralaidumui. Ir i§ tikryju buvo nustatyta, kad po Svitinimo
fotosensibilizuoty lasteliy mitochondrijose daznai padid¢ja vidinés membranos
pralaidumas, kad baltymai, sudarantys PPP, yra ypa¢ jautriis fotooksidacijai, kad
nuslopinus PPP veikla, fotosensibilizuoty lasteliu gyvybingumas padidéja, o ju citozolyje
aptinkama maziau citochromo c¢. Taciau, kaip daznai bina, vidinés membranos
pralaidumo pokyciai priklauso nuo fotosensibilizuoty lasteliy tipo ir nuo to, kurioje
lastelés vietoje telkiasi fotosensibilizatorius (Moreno ir kt., 2001).

Siuo poziariu ypa¢ jdomu panagrinéti, kaip Ziva lastelées, kuriy
fotosensibilizacijai buvo naudota 5-aminolevulino rtgstis (ALA) (Ji ir kt., 2006).
Mitochondrijy uzpilde i§ jos gaminamas fotosensibilizatorius protoporfirinas IX (PpIX).
Ji suriSa mitochondrijos iSorinéje membranoje esantis baltymas, vadinamas periferiniu
benzodiazepino receptoriumi (centrinis yra smegenyse). Manoma, kad $is baltymas jeina
1 PPP. Fotosensibilizacijai panaudojus PplIX, lastelés ziiva, vyrauja apoptozé. PplX
fotosensibilizacijos veiksminguma galima sumazinti sintetiniu periferinio benzodiazepino
receptoriaus ligandu — $is ligandas prikimba prie receptoriaus, tarsi uzima PpIX vieta, ir
pastarojo gaminamos ROS jau nepazeidzia benzodiazepino receptoriaus. Tai yra PPP
komponentas licka sveikas, pora neatsiveria, apoptoz¢ nepaleidziama. Tai rodyty
tiesiogin] rysj tarp PPP ir PpIX fotosensibilizuoty lasteliy apoptozés.

Naudojant kitus fotosensibilizatorius, tokiy akivaizdziy duomeny negauta.
Bandymai su fotosensibilizatoriais, kurie telkiasi kitose lasteliy membranose ir kiek
silpniau mitochondriju membranose, tokiais kaip hipericinas ar foskanas (Foscan®,

mTHPC), siilo iSvada, kad bendruoju atveju mitochondrijy vidinés membranos

Vo=t

Vo= v

Seimos baltymai, kurie gali lemti mitochondrijy iSorinés membranos pralaidumo
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padidéjima. [vairiose lastelése, prikaupusiose jvairiy fotosensibilizatoriy, nustatyta, kad
po Svitinimo Bax, proapoptozinis Bcl-2 Seimos baltymas, i$ citozolio perkeliamas {
mitochondrijas ir svarbiausia, kad sio vyksmo kinetika sutampa su citochromo c
pasirodymo citozolyje kinetika (yra ir iSim¢iy).

Kas galéty lemti apoptozei palankia Bax veikla? Gali biiti, kad Svitinimo metu dél
biomolekuliy fotooksidacijos sukeliami signalai, kurie aktyvuoja Bax ir (arba) panaSiai
veikiant; Bak. Signaly reikSmg¢ galima patvirtinti pastebéjimais, kad Svitinamose
fotosensibilizuotose lastelése kaupiasi kai kurie lipidai, kaip antai ceramidas, kuris yra
laikomas apoptoz¢ sukelianciu signalu (Almeida ir kt., 2004).

Yra ir kita hipotezeé, kad Bax valdoma apoptozé kyla dél antiapoptoziniy Bcel-2
Seimos baltymy fotooksidacijos. Sie baltymai yra isidéste prie lastelés membrany.
Svitinant lasteles, membranose susitelke fotosensibilizatoriai gamina ROS, kurie
oksiduoja greta ju esancias molekules — membrany lipidus ir baltymus bei arti membrany
esanCius baltymus, tarp ju ir Bcl-2. Pazeistas Bcl-2 nebegali trukdyti Bax baltymui
isiterpti 1 mitochondrijy iSoring membrang ir taip pradéti negriztama apoptozés vyksmy
kaskada. Svitinimo sukelti Bcl-2 pokyéiai fotosensibilizuotose lastelése buvo nuodugniai
tiriami. Nustatyta, kad Sio baltymo pokyciai priklauso nuo fotosensibilizatoriaus
susitelkimo vietos lastel¢je ir galimos saveikos su Bcl-2. Jeigu fotosensibilizatoriaus
molekulé bus arti Bcl-2 molekulés, pastaraja oksiduos fotosensibilizatoriaus pagamintos
ROS. Kitu atveju signalo perdavimo kelyje esanti vykdomoji molekulé (efektorius) gali
modifikuoti baltymo molekulg, pavyzdziui, fosforilinti Ser-70, kaip buvo pastebéta
hipericinu fotosensibilizuotose lastelése.

Liko neaptarta ypatingo Bcl-2 Seimos baltymo Bid biikle fotosensibilizuotose ir
po to Svitintose lastelese. Svarbiausias jo aktyviklis yra kaspazé-8, kuri veikia iSoriniame,
receptoriniame apoptozés kelyje. Taciau ji aktyvinti gali ir lizosomy fermentai katepsinai,
pateke¢ 1 citozoli, suirus lizosomos membranai. Tad, veikiant kai kuriems
fotosensibilizatoriams, telkiamiems lizosomose, katepsinai istriiksta i citozoli, skaido

Bid’a ir prasideda mitochondrinio apoptozés kelio vyksmai (Agostinis ir kt., 2004).

Nuo kaspaziy nepriklausoma apoptozé. Padidéjus mitochondrijy membrany

pralaidumui, { citozolj patenka ne tik kaspaziy aktyvikliai, bet ir dar du svarbiis baltymai:
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AIF ir EndoG. Sie baltymai keliauja { branduolj ir, nepriklausomai nuo kaspaziy, ardo
chromating ir DNR. Svitintose fotosensibilizuotose lastelése AIF pastebétas ir citozolyje,
ir branduolyje. DaZnai tai vyksta lygia greta su citochromo c atsiradimu citozolyje, taciau
idomu, kad kai kuriomis salygomis AIF istriiksta i§ mitochondrijy, o citochromas c lieka.
Toks reiSkinys pastebétas lastelése, fotosensibilizuotose porfirinu PpIX. Kaip aptaréme
pirmiau, PpIX suriSa iSorinéje mitochondrijos membranoje esantis baltymas, vadinamas
periferiniu benzodiazepino receptoriumi. Kadangi jis yra pralaidumo peréjimo poros
sudétiné dalis, sitiloma, kad $iuo atveju, biitent atsivérus tai porai, i citozoli patenka AIF.
Citochromas ¢ turéty biiti kitose mitochondrijos vietose, gana glaudziai susijgs su vidine
membrana ir jam atpalaiduoti reikéty papildomy signaly — Bax ar Bak aktyvinimo, lipiduy

oksidacijos ar kt.

Nekrozé

Nekrozé yra apibréziama kaip lastelés Ziitis be apoptozés ar autofagijos pozymiu.
Daznai nekrozé laikoma atsitiktine, pasyvia lastelés zutimi, kuri iStinka lastel¢ tuomet,
kai zalingas poveikis btina labai stiprus ir virSija lastelés galias iSgyventi arba Ziti
tvarkingai. Tada plazminé membrana prakitira ir citoplazma iSsilieja uz lastelés riby.
Gyvame organizme to neturi biti, tod¢l kyla uzdegimas, kuri skatina citoplazmoje
buvusios uzdegiminés molekulés (Edinger ir Thompson, 2004).

Pastaruoju metu kaupiasi vis daugiau duomeny, kad nekrozing lastelés ziiti
sukelia vidiné programa, paleidzianti signalinius vyksmus, kaip atsaka i kai kuriuos

stimulus.

Nekrozés morfologiniai poZymiai. Nekroziniy lasteliy citoplazmoje padaugéja pusleliy,
lastelés iSbrinksta, matoma pro plazming membrana besiliejanti citoplazma. Lengviausia
nekroze aptikti dazant lasteles fluorescenciniais dazais. Kai kurie i§ ju, pavyzdziui,
akridino oranzas, lengvai ir greitai patenka i gyvas lasteles, o kiti, pavyzdziui, propidzio
jodidas, 1 lastelg patekti gali tik tada, kai jos plazminé membrana nebegali biiti uztvara
tarp lastelés ir aplinkos. Tad nudaZzius lasteles tokiy dviejy dazy miSiniu, galima lengvai

atskirti gyvas ir negyvas lasteles bei nustatyti apoptoze. Neapoptozinés negyvos lastelés
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paprastai laikomos nekrozinémis, taciau visada reikia turéti omenyje ir autofagijos

galimybg.

Fotosensibilizuoty lasteliy nekrozé. Svitinamos fotosensibilizuotos lastelés labai
daznai Ziista nekrozés biidu. Paprastai nekrozin¢ zitis iStinka lasteles, kai jose
pagaminama daug ROS, pavyzdziui, kai gauna didel¢ doz¢ Sviesos energijos, arba kai
fotosensibilizacijos salygos btina palankios sutelkti fotosensibilizatorius plazminéje
membranoje (trumpa inkubacija su hidrofobiniais junginiais), citozolyje arba tokiose
organelése, tokiose kaip lizosomos. Plazminéje membranoje esantys fotosensibilizatoriai
gali sukelti lipidy ir baltymy pazaidas. D¢l to sutrinka membranos pralaidumas, pakinta
jony srautai, greitai mazéja lastelés ATP atsargos, ir lastelé nevaldomai Ziiva. Citozolyje
fotosensibilizatoriai gali gaminti ROS, kurie pazeidzia apoptozei svarbius fermentus,
tokius kaip prokaspazes. Tokie aktyviy fermenty pirmtakai nebegali biiti aktyvuojami, ir
taip nuslopinama apoptozé (Moor, 2000).

Idomiis rezultatai buvo gauti tiriant, kaip Zziva lastelés, fotosensibilizuotos
endogeniniu protoporforinu IX, PpIX. Kaip jau buvo minéta, lasteliy, kurios yra laikomos
terpéje su S-aminolevulino riigS§timi, mitochondrijy uzpilde sintezuojamas PpIX. Jeigu
lastelés Svitinamos tuo metu, kai PpIX dar yra mitochondrijose, lastelés Ztiva apoptozés
biidu. Jei Svitinamos tuomet, kai PpIX iSneSamas i§ mitochondrijy i kitus lastelés skyrius,

pradeda ryskéti nekroze.

Autofagija

Susidévéjusios lastelés dalys ar jas sudarancios polimerinés molekulés, tokios kaip
baltymai, nukleortigstys, lipidai, angliavandeniai, yra skaidomos pacioje lastel¢je, kad 18
gauty medziagy biity galima pagaminti naujas lastelés sudétines dalis. Svarbiausios
skaidymo organelés yra lizosomos — vakuolés, pilnos ijvairiy skaidymo fermenty.
Baltymus daznai skaido proteasomos. Greta iy skaidymo budy, lastel¢je vyksta dar ir
autofagija.

Autofagija [gr. savivalga, saves (auto-) valgymas (-fagija)] yra savitas eukariotinés
lastelés organeliy ir ilgai gyvuojanciy baltymuy skaidymas. Vykstant autofagijai (tiksliau,

makroautofagijai, kurig ¢ia vadinsime autofagija, neminédami mikroautofagijos), lastelés
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vidinés membranos apgaubia pasmerkta organel¢ ir perduoda ja lizosomai. Autofagija
vyksta lasteléms badaujant, triikstant deguonies, pakilus temperatiirai, persitvarkant
audiniams ar lasteléms (pavyzdziui, vystantis gemalui). Autofagija pasalina pazeistas
organeles ar patogenus ir tokiu biidu padeda lastelei iSgyventi sunkius laikus. Taciau per
daug intensyvi autofagija gali nuzudyti lastele. Tada autofagija laikoma II tipo
programuota lastelés ziitimi. Autofagija svarbi daugeliui fiziologiniy vyksmu. Ji

reguliuoja lastelés augima, sené¢jima, svarbi imunitetui.

Autofagijos morfologiniai pozymiai. Naudojant ~ optinj  mikroskopa,
lasteles su intensyvia apoptoze atpazinti yra daug sunkiau nei apoptozines ar nekrozines
lasteles. Autofaginiy lasteliy citoplazma labiau grudéta, jose biina daugiau pusleliy.
Taciau pusleliy padaugéja ir vykstant nekrozei, todél jrodyti, kad tokiose lastelése vyksta
butent autofagija, galima lasteles nudazius taip, kad iSryskéty saviti baltymai, budingi

autofaginéms pisleléms. O tai néra paprasta.

Autofagijos molekuliniai vyksmai. Sparciai vystantis genomy tyrimo metodams,
neseniai aptikta geny, kurie lemia autofagija ir kurie mazai pakito evoliucijos eigoje. Tai
paskatino intensyviau tirti S§i programuotos lasteliy zities tipa, iesSkoti autofagijai
reik§mingy molekuliy. Siuo metu yra nustatyti ryskiausi baltymai, reikalingi autofagijai,
apibréztos autofagijos stadijos (Edinger ir Thompson, 2004). Pirmaja, indukcija, lemia
savitosios kinazés. Véliau Atg Seimos baltymai atrenka ir supakuoja pasmerktuosius
lastelés komponentus. Veikiant fosfatidilinozitolio 3-kinazei PI3K ir kai kuriems Atg
Seimos baltymams, susidaro vadinamoji pradiné autofagosomos struktiira PAS, turinti
dviguba membrang. Veikiant baltymams Atg6/Beclinl ir Atg8/LC3, PAS did¢ja, kol
susidaro uzdara piislel¢ autofagosoma. Veikiant SNARE baltymams, autofagosoma
susilieja su lizosoma. Cia hidrolazés suskaido organeles ar baltyminius darinius i

smulkesnius blokus, kurie iSmetami i citozoli naujiems biosintezés vyksmams (7.5 pav.).
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7.5 pav. Autofagijos vyksmy seka

Autofagijos sasajos su apoptoze iki §iol néra visai aiSkios. Zinoma, kad
autofagijos ir apoptozés zenklus galima aptikti tose paciose lastelése tomis paciomis
salygomis. Dazniausiai pirmiau pastebima autofagija, o véliau iSrySkéja apoptoze.
Manoma, kad kaspazés, kurios yra taip reikalingos apoptozei, autofagijos metu néra

aktyvinamos. PrieSingai, autofagija ypac ryski tada, kai kaspazés slopinamos.

Fotosensibilizuoty lasteliy autofagija

Kadangi Svitinant fotosensibilizuotas lasteles susidaro ROS, kurios lengvai
oksiduoja baltymus ir lipidus, nenuostabu, kad tokiose Iastelése neseniai aptikta
autofagija. Tai buidas sunaikinti organeles su paZeistomis membranomis ir didelius
baltymy agregatus. Jie susidaro dél fotocheminiy reakcijy tarp amino riugséiy radikaly.
Taip atsiranda kovalentinés baltymu sasiuvos, kurios surisa kelias baltymu molekules 1
vieng negamtini darinj, lastelei nereikalinga, tod¢l zalinga. Kadangi tai negamtinis
darinys, proteasomos jo sunaikinti negali. Lieka autofagija. Autofagija i§ esmés néra
mirtinas vyksmas. Autofagija yra budas islikti, ypa¢ kai tenka badauti. Néra aiSku, ar
autofaginé lasteliy Zzitis iStinka virSijus kazkokia autofagijos riba, ar nenustatytos

signalinés molekulés tam tikromis salygomis perjungia islikimo signala | Ziities signala.
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Tiriant, kaip Ztva hipericinu fotosensibilizuotos lastelés, kuriose néra Bax geno,
lemiancio apoptoze, buvo pastebéta, kad jos Ziiva taip pat kaip lastelés su Bax genu, tik
be apoptozés zenkly. Svitinimas sukélé neapoptozing Zit], kuriai buvo nustatyti
struktiiriniai ir biocheminiai autofagijos pozymiai. Porficenu fotosensibilizuotose
laukinio tipo Iastelése Svitinimas sukélé tuo paciu metu ir apoptozg, ir autofagija. [domu,
kad apsaugojus nuo fotooksidacijos Bcl-2 baltyma, sumazéjo ne tik kaspaziy
aktyvinimas, bet ir nesusidaré baltymo LC3 lipidintas darinys, kuris yra autofagijos
zymuo. RySkéja iki Siol nezinota Bcl-2 funkcija — valdyti autofagijos vyksmus.

Lastelés vieta, kur telkiasi fotosensibilizatoriaus molekulés, gali lemti ne tik
autofagijos indukcija, bet ir jos baigme. Pavyzdziui, pries prasidedant apoptozei vyksta
mitochondrijy autofagija, kuri vadinama mitofagija. Kai kaspazés aktyvinamos,
mitofagija nutriiksta. Iki Siol néra aiSku, ar mitofagija slopina lasteliy Zziitj, neleisdama
apoptozinéms molekuléms patekti | citoplazma, ar skatina lasteliy ziitj, naikindama
organeles, kurios yra svarbiausios ATP gamybai, taip mazindama energija, biiting lastelés
medZziagy apykaitai.

Gaustis fotosensibilizuoty lasteliy ziities tyrimai rodo, kad tokios lastelés gali ziiti
ivairiais budais. Dazniausiai lastelése galima pastebéti ne vieno ziities kelio pozymiy
(Kessel ir Arroyo, 2007). Ir nors vyrauja apoptozé, jai sutrikus, prasideda nekrozés ar

autofagijos vyksmai.

Tarplastelinio uzpildo pokyciai

Audinyje lasteles supa nelasteliné medziaga, vadinamasis tarplastelinis
uzpildas (angl. extracellular matrix) (7.6 pav.). Tai ir uztvara, atskirianti lasteliy grupes,
ir atraminis tinklas, kuris suteikia audiniams forma. Tarplastelini uzpilda sudaro baltymai
ir angliavandeniai, kuriuos gamina ir i uzpilda i$skiria pacios lastelés. Zymiausi uzpildo
baltymai yra ivairlis kolagenai. Tarplastelinis uzpildas néra pasyvus darinys. Juo sklinda
signalai, valdantys organuy vystymasi, lasteliy dalijimasi, judéjima. Pavyzdziui, naviko
lasteliy metastazei labai svarbiis yra lasteliy salytis (adhezija) ir lasteliy rySiai su
tarplasteliniu uzpildu. Sie rysiai priklauso nuo saly¢io molekuliu, uzpildo sudétiniy
medziagy ir nuo to, kokie aktyviis yra jo fermentai, skaidantys baltymus ir

angliavandenius.
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7.6 pav. Tarplastelinis uzpildas

Tarplastelinio uzpildo pazaidos arba jo pokyciai, kilg dél jame esanciy lasteliy
pazaidy, gali lemti viso organizmo atsaka i fotosensibilizacijos ir Svitinimo sukeltas
lokalios vietos pazaidas. Dabar apzvelgsime, kas yra zinoma apie fotosensibilizacijos

sukeltus tarplastelinio uzpildo poky¢ius.

Lasteliy saly¢io molekulés

Dazniausiai po Svitinimo fotosensibilizuoty lasteliy salytis su tarplasteliniu
uzpildu ir juy geba prasiskverbti pro pamating laming sumaz¢ja. Bene svarbiausios
molekulés, lemiancios lasteliy tarpusavio rysius, priklauso dviem baltymy didSeiméms —
integrinams ir kadherinams. Integrinai, be to, yra svarbiis ir perduodant signala. Siuo
atveju jie formuoja santalkos ploksteles (angl. focal adhesion plaques), kai agreguoja
daug integriny molekuliy. Pasvitinus lasteles, fotosensibilizuotas benzoporfirino dariniu,
integriny santalkos ploksStelés suyra ir integrinai difuziSkai pasiskirsto po visa lastelés
pavirSiy. Mat po Svitinimo integrinai nebesugeba ristis su tarplastelinio uzpildo baltymais
(Runnels ir kt., 1999). PanaSiai integrinai persiskirsto ir Svitinant Iasteles,
fotosensibilizuotas i§ 5- aminolevulino riig§ties (ALA) susidariusiu protoporfirinu IX.
Siuo atveju kadheriny raiska nepakinta. Tuo tarpu fotosensibilizacijai panaudojus cinko
ftalocianina, labai greitai nutriiksta kadheriny sudaromi lasteliy rySiai. Tik véliau
susilpnéja integriny saveika su lasteliy auginimo pagrindu.

Idomus reiskinys buvo pastebétas tiriant leukocity fotosensibilizacija fotofrinu

(Photofrin®). Po $vitinimo sustipréjo tam tikros grupés leukocity salytis su normaliy
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kraujagysliy sienelémis, t.y. su kraujagysliu endotelio lastelémis, o su naviko kapiliary

sienelémis liko nepakitgs (Dellian ir kt., 1995).

Citokinai. Jeigu S$vitinamos fotosensibilizuotos lastelés nesunaikinamos, tai dél
trumpalaikio fotooksidacinio streso pakinta citokiny ir streso atsako genuy raiSka ir
atitinkamuy baltymu sintezé lasteléje. Tokios lastelés i tarplastelini uzpilda iSmeta jvairius
citokinus, kurie biina svarbiis viso organizmo atsakui i fotosensibilizacija.

Citokinai yra jvairialyp¢ nedideliy baltymuy grupé, kuriais yra perduodamas
signalas kitoms lasteléms ar tai paciai lastelei, kuri tuos citokinus sekretavo. Kitos
lastelés, kurios reaguoja i citokinus, gali biiti tos lastelés kaimynés arba labai tolimos,
kitos organizmo dalies lastelés, jei citokinai patenka { krauja ar limfa. Tuo citokinai yra
panasis | hormonus. Tik hormonus gamina specialils organai ir jie visi patenka { krauja, o
citokinus gali gaminti daugelis lasteliy ir jie patenka i tarplastelini uzpilda. Citokinai yra
labai svarbiis organizmo gynybai bei prisitaikymui ir yra organizmo imuninio atsako
dalis. Taciau juy veikla yra platesné nei imuninis atsakas.

Citokiny neSamas signalas yra perduodamas lastelei, citokinui prisiriSant prie
atitinkamo receptoriaus, esancio lastelés pavirSiuje. Po to pakinta kai kuriy geny ir ju
nuorasos veiksniy raiSka. Atrodo, kad daugelis citokiny veikia gana panasiai ir juy veiklos
rezultatai bina panaSus. Navikuose aptinkami citokinai lemia naviky augima ir plitima.

Zymiausi citokinai yra interleukinai (IL), taip pavadinti dél to, kad valdo
leukocity veikla. Fotosensibilizuotose Iastelése po Svitinimo pakinta, dazniausiai
padidéja, jvairiy interleukiny raisSka. Tai IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10. Siy interleukiny
reik§me¢ organizmo atsakui atskleidé¢ juy slopinimo rezultatai. Nuslopinus kai kuriuos
citokinus, sumaz¢jo fotosensibilizuotos naviky terapijos veiksmingumas, t. y. sulétéjo
Svitinty naviky nykimas. ALA-veiktose lastelése po Svitinimo padaugejo IL-6 molekuliy,
ir buvo atskleista, kad dél ju veiklos lastelés tapo atsparesnés apoptozei. Kai kuriuose
navikuose IL-6 veikia ir kaip augima skatinantis veiksnys. Kita vertus, po FNT lastelése
sumazeja IL-6 ir kity citokiny receptoriy. Dél to net ir padaugéjus citokiny, jie nesugeba
valdyti lasteliu.

Augimo veiksniai. Augimo veiksniai yra lasteliy sekretuojami baltymai, kurie, susiris¢

su lastelés pavirSiuje esanciais receptoriais, skatina lastele augti, dalytis ir diferencijuoti.
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IS apibrézimo aisku, kad augimo veiksniai yra savita citokiny ir hormony grupé. Augimo
veiksniy poveiki lastelei lemia tos lastelés receptoriy ir pacios lastelés biisena.

Daugelyje zmoniy naviky yra aptinkama palyginti daug EGF receptoriy (EGFR).
D¢l to padidéja lasteliy judrumas, lipnumas (adhezija), dalijimasis ir kraujagysliy
formavimasis. Yra pastebéta, kad fotosensibilizuotose lastelése po Svitinimo sumazéja
EGFR geba fosforilinti tirozina, t. y. kinazinis aktyvumas. Lastelése, kuriy
fotosensibilizacijai naudotas ALA arba fotofrinas, po svitinimo liko tik apie 10% buvusio
kinazinio aktyvumo. Reiskia, tokios lastelés augs daug léciau negu negydyto organizmo
lastelés.

Kitas naviko augimui svarbus veiksnys yra VEGF. Fotosensibilizuotos naviko
lastelés po Svitinimo gamina daugiau Sio baltymo, kuris patekgs { tarplastelini uzpilda
pasiekia kraujagysliy endotelio lasteles ir prisiri§¢s prie juy pavirSiuje esancio receptoriaus
VEGEFR skatina kapiliara tisti naviko link. Navika pasieke nauji kapiliarai atneSa daugiau
kraujo, daugiau deguonies, daugiau maisto medziagy, ir FNT metu iSlikusioms gyvoms
lasteléms sudaromos puikios salygos atsigauti ir dalytis. Tad VEGF raiskos padidéjimas
yra nepageidautinas salutinis FNT poveikis.

Idomiy duomenu gauta tiriant lasteliy, fotosensibilizuoty ftalocianino dariniu,
pokycius po Svitinimo. Pasirod¢, kad lastelése sumazéjo dviejy su tarplasteliniu uzpildu
susijusiy augimo veiksniy kiekis. Tai buvo transformuojantis augimo veiksnys TGF- ir
bazinis  fibroblasty augimo veiksnys bFGF. Idomiausia, kad paSvitinus
fotosensibilizatoriaus prikaupusi trimatj kolageno tinkla, kuris Siek tiek panasSus i gyviiny
tarplastelini uzpilda, ir po to patalpinus { ji ,,Svarias‘ lasteles, TGF-B ir bFGF kiekis tose
lastelése taip pat sumazéja (Heckenkamp ir kt., 2004).

Eikozanoidai. Sios medziagos dar vadinamos prostanoidais, prostaglandinais,
arachidono riigsties metabolitais.

Lastelés membranos yra sudarytos i§ lipidu. I vienos i§ lipidy grupiy — trigliceridy —
sudéti ieina riebaly rugstys. Plazminéje membranoje, kuri atskiria lastelés vidu nuo
iSorinés aplinkos, yra daug arachidono riigsties. Veikiant savitam fermentui COX, i$ jos
gaminami labai aktyviis uzdegimo tarpininkai eikozanoidai. Pateke i tarplastelini uzpilda,
jie tampa signalais, | pazeista vieta pritraukianciais leukocitus. Po FNT padidéja COX
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raika ir padaugéja prostaglandiny. Sis FNT bruozas padeda navikui ataugti, nes
pritraukia | paZeista vieta naujy kapiliary. Kita vertus, nustatyta, kad kraujagysliy
endotelio Iasteles po FNT sekretuoja kitos eikozanoidy grupés medziagas —
tromboksanus. Tromboksanai skatina susidaryti trombus ir taip uzkemsa kapiliarus,
nutraukdami kraujo tékme ir uzkirsdami kelia maisto medziagoms pasiekti naviko
lasteles. Tad po FNT susidare eikozanoidai veikia prieSingai ir galutinj rezultata nuspéti

yra nelengva.

UzZpildo metaloproteinazés. UzZpildo metaloproteinazés MMP (angl. matrix
metalloproteinases) yra baltymus skaidantys fermentai endopeptidazés, esancios lastelés
iSor¢je ir gebancios skaidyti jvairias tarplastelinio uzpildo sudétines medziagas. Uzpildo
metaloproteinazes, ardydamos tarplastelini uzpilda, praskina kelia naujiems kapiliarams,
padaro vietos augancio naviko lasteléms ar padeda naviko lasteléms nusliauzti tolyn nuo
naviko, tuo padédamos navikui plisti, sudaryti metastazes (Pazos ir Nader, 2007).
Lastelés sintezuoja Siuos fermentus ir po to iSmeta i tarplastelini uzpilda. Panaudojus
fotosensibilizacijai ALA, po Svitinimo lastelése padidéja MMP-1 ir MMP-3 raiSka. Tai
turéty padidinti metastaziy galimybg — Zzalingas paSalinis FNT poveikis. Taciau yra
nustatyta, kad po FNT susidariusios ROS tarplasteliniame uzpilde generuoja i baltymy
sudéti ieinanciy amino riig§¢iy laisvuosius radikalus. Tie radikalai saveikauja su kitomis
tarplastelinio uzpildo molekulémis, ir susidaro vadinamosios baltymy sasiuvos. Tai buvo
itikinamai parodyta, tarplastelinio uzpildo fotosensibilizacijai panaudojus ftalocianino
darinj. Susidaré¢ metaloproteinazéms atsparios baltymuy sasiuvos, kurios trukdé Iasteléms
judéti. Tad $is FNT poveikis neleidzia navikui plisti ir susidaryti metastazéms.

Visi §ie pavyzdziai rodo, kad FNT veikia ne tik naviko lasteles, bet plinta kaip
grandininé reakcija lasteliniais ir uzlasteliniais signalais ir pasiekia gana tolimas
organizmo vietas. Tarplastelinio uzpildo komponentai patirs FNT poveiki net nebiidami
pirminiais taikiniais. D¢l lemiamos §io uzpildo itakos kraujagysliy formavimuisi, naviko
augimui ir sklaidai fotosensibilizacijos ir Sviesos sukelti tarplastelinio uzpildo pokyciai

gali lemti i§gyvenusiy lasteliy likima.
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