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 SANTRUMPOS 

HIPEC – hiperterminė intraperitoninė chemoperfūzija / hiperterminė 

intraperitoninė chemoterapija; 

HO-1 – hemo oksigenazė 1; 

SnPP – alavo protoporfirinas; 

DNR – deoksiribonukleorūgštis; 

RNR – ribonukleorūgštis; 

siRNR – tildančioji RNR; 

mM – milimoliai; 

μmol – mikromoliai; 

ATP – adenozino trifosfatas; 

ADP – adenozino difosfatas; 

ROS – aktyvūs deguonies junginiai; 

NADPH - nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas; 

NADH - nikotinamido adenino dinukleotidas; 

FADH – flavino adenino dinukleotidas; 

kDa – kilodaltonas; 

AGS – skrandžio adenokarcinomos ląstelės; 

Caco-2 – storosios žarnos adenokarcinomos ląstelės; 

T3M4 – kasos adenokarcinomos ląstelės; 

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-)-2,5-difeniltetrazolio bromidas. 
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ĮVADAS 

Pasaulyje piktybiniai navikai užima vieną iš pagrindinių mirties 

priežasčių. Didžiąją onkologinių susirgimų dalį sudaro virškinimo sistemos 

navikai, tokie kaip skrandžio, kasos ar storosios žarnos vėžys [1]. Retais 

atvejais jie būna diagnozuojami ankstyvose stadijose. Gana dažnai diagnozė 

nustatoma jau esant ligos išplitimui į pilvaplėvės ertmę – karcinomatozei [2]. 

Nustačius tokią būklę, kurią sukėlė storosios žarnos adenokarcinoma, 

pacientai vidutiniškai išgyvena nuo 3 iki 6 mėnesių [2], kasos – 7 mėnesius 

[3], negydomas skrandžio vėžys – 2 mėnesius [4]. Nustačius peritoninę 

karcinomatozę, dažniausiai skiriamas sisteminis gydymas – chemoterapija 

[5], kuri prailgina išgyvenamumą [6]. Kitas iš gana plačiai pasaulyje 

naudojamų išplitusių virškinamojo trakto navikų gydymo metodų – 

hiperterminė intraperitoninė chemoterapija (HIPEC) [7-9]. Šios procedūros 

metu, pašildytas chemopreparatas yra leidžiamas į pilvaplėvės ertmę, tikintis, 

kad šiluma padės chemopreparatui geriau įsiskverbti į pilvaplėvės ertmės 

audinius, taip gaunant geresnį efektą negu chemopreparatą leidžiant 

intraveniškai [10]. HIPEC gali būti taikoma dvejopai: vien tik HIPEC, arba 

kartu su citoredukcija – chirurginiu būdu pašalinant kaip įmanoma daugiau 

matomų makronavikinių židinių [11, 12].  

HIPEC pranašumu prieš intraveninę chemoterapiją laikoma tai, jog galima 

naudoti aukštas chemopreparato koncentracijas. Tokiu atveju nuo per didelio 

toksiškumo apsaugo plazmos-peritoninis barjeras, kuris neleidžia 

chemopreparatui patekti į kraują. Taip pat nustatyta, kad HIPEC metu 

chemopreparatas į pilvaplėvės audinius penetruoja geriau negu jį leidžiant 

intraveniškai. Šiam vaisto įsiskverbimui į gilesnius audinių sluoksnius, 

didelės reikšmės turi hipertermija. Taip pat HIPEC metu, aukšta temperatūra  

pati veikia citotoksiškai, sąlygodama apoptotinius mechanizmus [13-16]. 

Koks chemopreparatas bus naudojamas hiperterminės intraoperacinės 

chemoterapijos metu, labai priklauso nuo pirminio naviko tipo, ligoninės, 

kurioje gydomas pacientas ir kitų aspektų. Dažniausiai naudojami 

chemopreparatai yra cisplatina, oksaliplatina, mitomycinas C [17]. Taip pat, 

priklausomai nuo gydymo centro, varijuoja ir procedūros laikas, bei 

naudojamas temperatūrinis rėžimas [18]. Neturint suvienodintų procedūros 

metodikų, apibrėžiančių laiką, temperatūrą, citotoksinį preparatą, labai sunku 

vertinti HIPEC naudą ir įtaką pacientų išgyvenamumui. Vienos studijos 

nurodo, kad HIPEC ženkliai prailgina išgyvenamumo rodiklius [6]. Kitose 
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studijose nurodoma, kad pacientų kuriems taikyta citoredukcija su HIPEC ar 

vien citoredukcija, išgyvenamumas nesiskiria [19]. Gaunant nevienalyčius 

rezultatus, ieškoma naujų gydymo metodikų, kurios pagerintų HIPEC 

procedūros sėkmę [20]. 

Karščio indukuojami baltymai – tai visa grupė viduląstelinių medžiagų, 

tiesiogiai reaguojančių į įvairius aplinkos dirgiklius. Veikiant karščiui, 

chemopreparatams, ultravioletinei spinduliuotei, jų viduląstelinis kiekis 

ženkliai didėja, siekiant apsaugoti ląsteles nuo dirgiklio pažaidos [21-24]. Yra 

nustatyta, kad vėžinės ląstelės pačios, be jokių dirgiklių išskiria padidintus 

baltymų kiekius [25]. Slopinant karščio indukuojamų baltymų sintezę, galima 

gerinti ląstelių atsaką į minėtus dirgiklius, taip pat ir kai kuriais atvejais veikti 

pačias vėžines ląsteles [26, 27]. Hemo oksigenazė – 1 (HO-1) jau keletą 

dešimtmečių žinoma kaip citoprotekcinis baltymas. Nustatyta, kad šio geno 

raiška padidėja vėžinėse ląstelėse. Tokiu būdu jis reaguoja į chemoterapijos 

sukeltą oksidacinį stresą, skatina ląstelių proliferaciją, bei slopina apoptozę ir 

autofagiją [28-30]. Šiuo metu bandoma slopinti HO-1 funkciją, taip gerinant 

vėžinių ląstelių atsaką į chemoterapiją. Tyrimų rezultatai rodo, kad HO-1 

slopinimas atsaką gerina per naviko ląstelių mikroaplinką ir imuninę sistemą 

[31]. Vienas iš potencialių HO-1 slopinančių veiksnių – alavo protoporfirinas 

(SnPP). Buvo nustatyta, kad slopinant HO-1 funkciją SnPP, padidėja 

chemopreparato toksiškumas [32].  

Yra atlikta daug tyrimų vertinant įvairių ląstelių atsaką į hipertermiją ir 

chemoterapiją [33, 34]. Tačiau studijų, kuriose būtų vertinama skirtingų 

virškinamojo trakto navikų atsako į šiuos veiksnius nėra. Taip pat nėra aišku, 

ar karščio indukuojamų baltymų funkcijos ir ekspresijos slopinimas gali 

gerinti hipertermijos su chemoterapija poveikį.  

Darbo tikslas 

Ištirti virškinimo sistemos (skrandžio, kasos ir storosios žarnos) navikinių 

ląstelių atsaką į hipertermiją bei cisplatiną ir citoprotekcinio geno HO-1 

moduliacijos įtaką šiems procesams in vitro.  

Uždaviniai 

1. Įvertinti hipertermijos ir chemopreparato cisplatinos poveikį 

skrandžio, kasos ir storosios žarnos vėžinių ląstelių metaboliniam 

aktyvumui. 
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2. Nustatyti, ar hipertermija įtakoja chemopreparato patekimą į 

skrandžio, kasos ir storosios žarnos vėžines ląsteles.  

3. Ištirti kaip hipertermija bei cisplatina (atskirai ir kartu) veikia 

skrandžio, kasos ir storosios žarnos vėžinių ląstelių apoptozės 

procesus ir viduląstelinio kvėpavimo parametrus. 

4. Nustatyti kaip citoprotekcinio baltymo HO-1 raiškos moduliacija 

keičia vėžinių ląstelių atsaką į hipertermijos ir chemopreparato 

poveikį.  

Mokslinio darbo naujumas 

Naudojant inovatyvias diagnostikos metodikas, virškinimo sistemos 

navikai aptinkami vis anksčiau, tačiau išlieka gana daug atvejų, kuomet 

diagnozuojant, onkologinis procesas pažengęs ir išplitęs pilvaplėvės ertmėje. 

Tokiu atveju taikomas sisteminis gydymas chemoterapija, nes chirurginis 

gydymas nėra efektyvus [35-37]. Kitas iš gydymo pasirinkimų – hiperterminė 

intraoperacinė chemoterapija (HIPEC). Daugumoje studijų, analizuojančių 

HIPEC, nurodoma, kad ši procedūra prailgina išgyvenamumą [6], tačiau yra 

ir tokių, kurios nurodo, jog tai nėra veiksmingas būdas gydyti 

intraperitoniškai diseminavusius virškinimo trakto navikus [19]. 

Multicentriškai vertinti HIPEC rezultatus gana sunku, dėl labai skirtingų 

gydymo varijacijų (skirtingas procedūros laikas, temperatūra, naudojamas 

chemopreparatas), taip pat ir pacientų atrinkimo gydymui kriterijų [38].  

Tyrimų, kurie vertintų HIPEC poveikį ląstelėms nėra daug. Dažniausiai 

šios studijos vertina ląstelių atsaką remdamosi vien apoptozės ar metabolinio 

aktyvumo rodikliais. Iki šiol nėra tiksliai aiškūs mechanizmai, kurie įtakoja 

ląstelių atsaką į pašildyto chemopreparato veikimą. Yra teigiama, kad 

hipertermija gerina ląstelių atsaką vienoms ląstelėms daugiau kitoms mažiau. 

Studijų, kurios kompleksiškai vertintų ląstelių atsaką metabolinio aktyvumo, 

apoptozės, viduląstelinės cisplatinos koncentracijos ir mitochondrijų 

kvėpavimo pokyčius veikiant HIPEC iki šiol nėra atlikta. 

Besiskiriant baziniams tyrimų rezultatams, vertinant hipertermijos ir 

chemoterapijos įtaką, ieškoma būdų tobulinti HIPEC procedūrą [20]. Karščio 

indukuojami baltymai žinomi, kaip citoprotekciniai. Jų kiekis ženkliai didėja 

veikiant tokiems ląstelių stresoriams kaip chemoterapija, aukšta temperatūra. 

Jų padidintus kiekius išskiria vėžinės ląstelės. Vienas iš karščio indukuojamų 

baltymų - hemo oksigenazė – 1 (HO-1) yra citoprotekcinis genas, atsakingas 
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už vėžinių ląstelių rezistentiškumą chemoterapijai, bei apsaugą nuo tokių 

veiksnių, kaip hipertermija. Veikiant minėtiems dirgikliams, didėja 

viduląstelinis HO-1 kiekis [29]. Šiame tyrime HO-1 pasirinktas, kaip 

potencialus „taikinys“ galimai gerinantis kombinuoto cisplatinos ir 

hipertermijos poveikio rezultatus. Iki šiol nėra aišku ar HO-1 raiškos ar 

funkcijos slopinimas gali gerinti ląstelių atsaką į hipertermijos ir 

chemoterapijos poveikį.  
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1. LITERATŪROS APŽVALGA  

1.1 Skrandžio vėžys 

Skrandžio vėžys užima penktą vietą, t.y. 6,8 % tarp visų onkologinių 

susirgimų. Vertinant mirtis sąlygotas vėžio, šie navikai užima trečiąją vietą 

[1]. Sergamumas pasaulyje pagal gyvenamą vietovę labai varijuoja, tačiau 

didžiausias susirgusiųjų skaičius fiksuojamas Azijos šalyse. Pastaraisiais 

metais mirtingumas sergant skrandžio vėžiu mažėja dėl išvystyto efektyvaus 

gydymo, tačiau suvaldyti šią ligą yra sunku, nes ji dažniausiai diagnozuojama 

III – IV stadijoje [39].  

Vertinant navikų genų ekspresiją, galima išskirti du skrandžio vėžio tipus: I 

– difuzinį (nediferencijuotą) ir žarninį tipą (gerai diferencijuotą) [40]. 

Difuzinis skrandžio vėžys susijęs su blogesne prognoze, dėl greito augimo, 

bei metastazavimo. Žarninis vėžio tipas ne toks agresyvus, dažniausiai susijęs 

su Helicobacter pylori  infekcija. Taip pat šio tipo vėžį gali sukelti rūkymas, 

alkoholio vartojimas, nutukimas ir augimo hormonų disbalansas [41]. 

Vertinant histologiškai, dažniausiai nustatoma papilinė, tubulinė, mucininė ar 

mišri skrandžio adenokarcinoma [40]. 

Nustačius ankstyvos stadijos skrandžio vėžį, optimaliausias gydymas – 

operacija. Tačiau, kaip minėta anksčiau,  ši liga diagnozuojama III – IV 

stadijose, kuomet tikslinga skirti sisteminį – chemoterapinį gydymą. Tokiu 

atveju skiriama 5-fluoruracilas, kapecitabinas, karboplatina, cisplatina, 

docetakselis, oksaliplatina ir t.t. Pažengusiam procesui šie vaistai skiriami 

juos kombinuojant, pvz.: 5-fluoruracilas kartu su cisplatina (I A 

rekomendacija pirmo pasirinkimo gydymui). Nustačius HER2 receptorius 

skrandžio vėžinėse ląstelėse, taikoma taikinių terapija trastuzumabu [42].  

Diagnozavus intraperitoniškai išplitusius skrandžio navikus, taip pat taikoma 

HIPEC. Šiuo atveju, procedūros laikas varijuoja nuo 30 min iki 90 min. 

Temperatūra - 42 ℃. Chemopreparatai - mitomycinas C + cisplatina; 

oksaliplatina; doksorubicinas + cisplatina; arba vien tik cisplatina. Kai kuriais 

atvejais intraveniškai papildomai skiriamas 5-fluoruracilas [43].  

1.2 Kasos vėžys 

Išsivysčiusiose šalyse, kasos vėžys užima septintą vietą tarp mirčių 

susijusių su onkologiniais susirgimais. Vertinant sergamumą piktybiniais 
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navikais, ši liga vienuoliktoje vietoje. 2018 metais pasauliniu mastu, buvo 

nustatyta 458918 naujų kasos vėžio atvejų. Kadangi tai sunkiai gydomas ir 

blogos prognozės onkologinis susirgimas, statistika, nurodanti naujus  ligos 

atvejus ir mirtis skiriasi nedaug. 2018 metais nustatyta viso 432242 mirtys 

(4,5 % visų vėžio sukeltų mirčių) [44, 45]. Vyrų ir moterų sergamumo 

rodikliai panašūs. Kasos vėžys dažniausiai diagnozuojamas vyresnio amžiaus 

žmonėms. Apie 80 % visų atvejų sudaro asmenys, kurių amžiaus vidurkis 71 

metai [46].  

Sunku vertini veiksnius, sąlygojančius kasos vėžį. Tik apie 40 % atvejų 

galima priskirti žinomiems rizikos faktoriams, iš kurių 10 % paveldimi, kiti 

susiję su aplinka [47, 48]. BRCA 1/2 mutacija [49], Linčo sindromas [50], 

šeiminė polipozė [51], Peutzo-Jegerso sindromas [52], paveldimas kasos 

uždegimas [53] ir cistinė fibrozė [54] kasos vėžį įtakoja genetiškai. Aplinkos 

sukeliami veiksniai gali būti rūkymas, alkoholio vartojimas, nutukimas, 

chroninis kasos uždegimas, cukrinis diabetas [55].  

Vertinant histologiškai, dažniausiai nustatoma kasos adenokarcinoma. 

Retesniais atvejais diagnozuojama adenoskvamozinė, medulinė, bei 

koloidinė karcinomos [56]. Diagnozavus kasos vėžį, optimaliausias gydymo 

metodas – chirurginis, tačiau tik retais atvejais, tą techniškai pavyksta atlikti. 

Dažniausiai kaip ir skrandžio vėžys, kasos navikai nustatomi jau 

pažengusiose stadijose [57]. Tokiu atveju skiriamas neoadjuvantinis gydymas 

chemoterapija, tikintis sunaikinti cirkuliuojančias vėžines ląsteles, bei 

sumažinti naviko tūri iki operabilumo.  Kai kuriais atvejais įtraukiamas ir 

spindulinis gydymas. Neoadjuvantinei chemoterapijai dažniausiai 

naudojamas gemcitabinas arba FOLFIRINOX (oksaliplatina, leukovorinas, 

irinotekanas ir 5-fluoruracilas) shcema [58]. Retesniais atvejais pasirenkama 

cisplatina [59].  Kalbant apie pacientus, kuriems diagnozuotas išplitęs 

procesas, pirmo pasirinkimo sisteminis gydymas yra FOLFIRINOX [60].  

Taikant HIPEC, diseminavusiu pilvaplėvės ertmėje kasos vėžiu sergantiems 

pacientams, procedūros laikas varijuoja nuo 30 min iki 60 min, temperatūra 

varijuoja nuo 41℃ iki 43 ℃. Dažniausiai naudojami platinos preparatai, kaip 

oksaliplatina, karbaplatina [61-63].   

1.3 Storosios žarnos vėžys 

Storosios žarnos vėžys – trečias pagal dažnumą naujai nustatomas 

piktybinis susirgimas ir antras pagal mirties priežastį tiek tarp vyrų, tiek tarp 
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moterų. 6,1 % visų naujų vėžio atvejų ir 9,2 % mirčių nuo onkologinių 

susirgimų sudaro storosios žarnos vėžys. 2018 metais buvo planuota 1,8 mln 

naujų ligos atvejų ir 881000 mirčių [1, 44, 64].  

Ligos rizikos veiksnius galima išskirti į 2 grupes: keičiamus ir nekeičiamus. 

Keičiamiems galima priskirti žalingus įpročius, kaip rūkymas ir alkoholio 

vartojimas, nutukimą, raudoną mėsą. Nekeičiamiems priskiriama 

uždegiminės žarnyno ligos, amžius, ir šeiminė storosios žarnos vėžio 

anamnezė [65].    

Histologiškai, apie 90 % visų storosios žarnos navikų – adenokarcinomos, 

besivystančios iš storosios žarnos epitelinių ląstelių [66]. Retesnes formas 

sudaro skvamozinės, adenoskvamozinės, neuroendokrininės, 

nediferencijuotos karcinomos [67]. Optimaliausias šių navikų gydymas – 

operacija. Priklausomai nuo tumoro dydžio, pažeistų sritinių limfmazgių, gali 

būti taikomas spindulinis gydymas ir chemoterapija. Sisteminiam gydymui 

dažniausiai naudojamas 5-fluoruracilas [68, 69]. Neoadjuvantine 

chemoterapija gydant lokaliai pažengusią ligą, taip pat gali būti naudojamas 

5-fluoruracilas, kai kuriais atvejais kartu su platinos preparatais. Šis derinys 

dar labiau pagerina patologinį naviko atsaką į gydymą. Neoadjuvantiniame 

gydyme, naudojant spindulinę terapiją kartu su chemoterapija, geriausias 

pasirinkimas – kapecitabinas [70]. Esant IV stadijos storosios žarnos vėžiui – 

5 metų išgyvenamumas tesiekia 6 %. Negydant, išgyvenamumo mediana 

tesiekia 6 mėnesius. 5-fluoruracilas kartu su leukovorinu išgyvenamumo 

rodiklius padidina iki 12 mėnesių [71]. FOLFOX (5-fluoruracilas, 

leukovirinas, iririnotekanas ir oksaliplatina) padidina išgyvenumo medianą 

iki 20 mėnesių [72].  

Taikant HIPEC dažnai būna skiriama ir intraveninė 5-fluoruracilo injekcija. 

Laikas būna panašus, kaip ir gydant intraperitoniškai išplitusį skrandžio ar 

kasos vėžį – 30 min. Intraperitonealiai leidžiamas chemopreparatas sušildytas 

iki 41 ℃ - 43 ℃. Šio tipo vėžio gydymas HIPEC nesiskiria nuo anksčiau 

minėtų. Skiriama oksaliplatina, mitomycinias C, irinotekanas [73].  

1.4 Cisplatina 

Cisplatina buvo išrasta dar 1845 metais [74]. Kitaip šis preparatas 

vadinamas cis-diaminodichloroplatina. Cheminė formulė, apibūdinanti jos 

struktūrą - Cl2H6N2Pt. Cisplatina yra stabili substancija, kurios molekulinė 

masė 301,1 mg/mol, tankis – 3,74 g/cm3 [75].    
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Į cisplatiną, kaip priešvėžinį preparatą pradėta žiūrėti tada, kai Rosenbergas 

atrado jos antiproliferacinį poveikį ląstelėms [74]. Cisplatina pradėta taikyti 

klinikinėje praktikoje, tačiau buvo ir daug skepticizmo, nes nustatyta, kad ji 

sąlygoja sunkius šalutinis poveikius žmogaus organizmui. Tai pasireiškė 

nefrotoksiškumu, pykinimu, vėmimu, ototoksiškumu [76]. Tikintis sumažinti 

šiuos veiksnius, cisplatina buvo modifikuojama, kuriant naujus platinos 

derivatus, tokius kaip oksaliplatina, karboplatina [77-79]. Šis preparatas 

naudojamas plaučių vėžio adjuvantiniam gydymui [80]. Kiaušidžių vėžio 

gydyme cisplatina taip pat naudojama kaip vienas iš pagrindinių 

medikamentų, tačiau ligos atkryčio metu navikinės ląstelės įgauna 

rezistentiškumą šiam vaistui [81]. Krūties, sėklidžių, šlapimo pūslės, gimdos 

kaklelio karcinomos, ne Hodžkino limfoma  taip pat gydoma cisplatina.  

Cisplatinos poveikis ląstelei gali būti suskirstytas į 4 etapus (Pav. 1.4.1.). I – 

cisplatinos patekimas į ląstelę. Šiuo etapu, pasyvios pernašos pagalba, 

cisplatina patenka į ląstelės vidų. Tačiau yra studijų, kur teigiama, kad čia 

dalyvauja ir aktyvus membraninis transportas [82]. II etapas  - vandens 

prisijungimas/aktyvacija. Ląstelės viduje vanduo pakeičia cisplatinos 

chlorido jonus. Chemopreparatas tampa hidrolizuotas, būtent tokia forma gali 

jungtis su amino rūgščių azotu. Šio proceso pusamžis ~ 2 val [83]. III etapas 

– jungimasis su DNR. Susijungime dalyvauja viena labiausiai nukleofiliškų 

DNR vietų – N7 pozicija guanine. Kartais adeninas taip pat gali prisijungti 

hidrolizuotus platinos preparatus [84]. IV etapas – ląstelės atsakas. Kuomet 

yra pažeidžiama DNR, pirmas veiksmas ką daro ląstelė – sustabdo savo ciklą, 

kad nevyktų dauginimasis, ir nepasigamintų paveiktų ląstelių klonų. DNR 

paveikus cisplatina, ląstelės ciklas sustoja ties G2 stadija [82]. Ciklo 

stabdymą skatina ATM ir ATR mediatoriai. Yra žinoma, kad ląstelės ciklo 

sustojimas G2 stadijoje sąlygoja apoptozę [85]. Įsijungia NER (nukleotidų 

pažaidos ekscizijos sistema), kuri stengiasi pažeistą vienagrandės DNR dalį 

pašalinti. Nepavykus to padaryti, vyksta ląstelės inicijuojama apoptozė [86]. 

Dalis vėžinių ląstelių yra atsparios cisplatinai. Vienos iš tokių - Gliomos ir 

kai kurių kiaušidžių vėžio ląstelės. Veikiant jas hipertermija (40 ℃), 

rezistentiškumas cisplatinai pranyksta, ir jos žūva [87].  Taip pat yra žinoma, 

kad veikiant daugumą ląstelių hipertermija, cisplatinos dozė gali būti 

mažinama, siekiant gauti toki patį efektą, kaip veikiant vien tik cispatina [88]. 

 



16 
 

 

Pav. 1.4.1. Cisplatinos poveikis ląstelei. 

I – patekimas į ląstelę. II – vandens prisijungimas/aktyvacija. III – jungimasis su DNR. 

IV – ląstelės atsakas. Adaptuota iš Johnstone ir kt. [89]. 

Cisplatina taip pat įtakoja viduląstelinius signalinius kelius. 

MAPK/JNK/ERK/p38, p53, c-Abl keliai yra įtakojami DNR pažaidos [90]. 

Yra žinoma, kad ląstelės jautrumas cisplatinos sukeltai apoptozei, tiesiogiai 

susijęs su c-Abl ekspresija. p53 baltymas atsakingas už ląstelės atsaką į 

gydymą cisplatina. Tai kaip mediatorius, tarp ląstelės ciklo stabdymo 

mechanizmo ir apoptozės inicijavimo [82]. Tačiau yra studijų, kur nerasta 

jokios p53 įtakos cisplatinos veikimui ląstelėje. Kaip šis baltymas sąveikaus 

su cisplatinos poveikiu priklauso nuo įvairių naviko genetinių mutacijų, pačio 

naviko ląstelių ir specifinių signalinių kelių. Žinoma, kad tokie baltymai, kaip 

BRCA1, ciklinas G, kurie susiję su p53 signaliniu keliu, taip pat įtakoja 

cisplatinos citotoksiškumą [91]. Ar vyks ląstelės apoptozė, ar nekrozė, 

daugiausiai sąlygoja viduląstelinė cisplatinos koncentracija. Atliekant 

tyrimus su pelių tubulinių ląstelių pirminėmis kultūromis, jas veikiant didele 

cisplatinos doze, ląstelės nekrotizavo po kelių valandų. Tuo tarpu apoptozę 

sukelia mažesnė cisplatinos koncentracija, kuri veikia ląstelę ilgesnį laiką [92, 

93]. Viduląstelinis ATP kiekis taip pat sąlygoja apoptozę arba nekrozę [94, 

95]. 
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1.5 Hipertermijos poveikis ląstelei 

Medicinoje, daugeliui ligų hipertermija ilgą laiką naudojama kaip 

pagrindinis gydymas, arba kaip gydymo sudedamoji dalis. Naudojant šilumą  

gali būti gydomos įvairios traumos. Dar 1989 metais karšto vandens 

aplikacijomis buvo gydomas gimdos kaklelio vėžys [96]. Atlikta ir daugiau 

tyrimų, keliant temperatūrą srityje, kurioje yra navikas, taip tikintis geresnio 

gydymo atsako [97]. Tačiau yra ir neigiamas šio poveikio aspektas. Ilgą laiką 

veikiant organizmą aukšta temperatūra, jis žalojamas [98]. 

Yra daugybė pasekmių, kurias sukelia hipertermija ląstelei, tokių kaip 

sulėtėjęs ląstelių dalijimasis, padidėjęs jautrumas radioterapijai. 

Hipertermijos dėka, padidėjus kraujo perfuzijai, vietiškai veikiant naviką, 

pagerinamas intraveninių vaistų patekimas. Taip pat padidėjusios 

temperatūros dėka, pagerėja oksigenacija, ko pasėkoje pagerėja ląstelės 

atsakas į radioterapiją. Sulėtėjus ląstelės ciklui, jos nebegali taisyti 

spindulinio gydymo sukeltų pažaidų [99, 100]. Tačiau aukšta temperatūra 

pradžioje didindama audinių oksigenaciją ir perfuziją, po tam tikro laiko 

sąlygoja kraujagyslių pažaidą. Tuomet kraujo tėkmė mažėja, 

oksihemoglobino kiekis taip pat mažėja. Deguonies trūkumas didina navikų 

pH, kas sąlygoja ląstelių išemiją ir mirtį [100, 101]. Nėra vienodos 

temperatūros ir jos veikimo trukmės visų tipų ląstelėms, kuomet pradeda 

vystytis jų žūtis. Nustatyta, kad tokie temperatūriniai ir laiko parametrai, 

kurie veikia navikus, dar neveikia sveikų audinių [102]. Apskritai, pokyčiai 

kurie atsiranda aukštai temperatūrai veikiant ląstelę, atsiranda nuo jos 

pakitusių signalo kelių, bei jų įtakos DNR ir RNR baltymų sintezei [103]. 

Baltymų sintezė ląstelėse sustabdoma jas veikiant labai aukšta temperatūra,  

o veikiant vidutine hipertermija pradedami gaminti karščio indukuojami 

baltymai. Jie sąlygoja ląstelių toleranciją aukštai temperatūrai [104]. Grįžtant 

prie ląstelės pH pokyčių, reikia paminėti, jog temperatūra, kuri yra didesnė 

nei 42,5 ℃ sumažina pH lygį tiek ląstelės viduje tiek ir išorėje. Rūgštingumo 

padidėjimas taip pat pasitarnauja gydant navikus. Rūgšti terpė didina ląstelių 

jautrumą tiek chemoterapijai tiek ir jonizuojančiai spinduliuotei [105]. Dėl 

hipertermijos poveikio, sumažėjus pH lygiui, atsiranda patogeniniai 

viduląsteliniai mechanizmai, kurie dažniausiai gali būti grįžtami (nustojus 

veikti temperatūrai). Šie mechanizmai tai: pieno rūgšties kiekio padidėjimas, 

padidėjusi ATP hidrolizė, padidėjusi ketogenezė, CO2 parcialinio slėgio 

padidėjimas, NA/H pernašos sistemos slopinimas [106].  
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Vertinant literatūroje pateiktus duomenis, temperatūra nuo 39 ℃ iki 42 ℃ 

laikoma hipertermija, > 42 ℃ - mirtina hipertermija. Tačiau aukštesnei 

temperatūrai tapti mirtina taip pat reikia, kad ji organizmą veiktų tam tikrą 

laiką [107]. Šiam aspektui didžiausios įtakos turi baltymų agregacija ir 

denatūracija. Po to įsijungiant ląstelės ciklo stabdymui, baltymų sintezės ir 

DNR reparacijos slopinimui [108]. Hipertermija keičia ir lipidų struktūrą, 

tačiau yra žinoma, jog tai grįžtamas mechanizmas [109]. Taip pat ląstelės 

homeostazės pokyčiai sąlygoja post-transliacines modifikacijas kaip 

glikozilinimą, acilinimą, fosforilinimą, DNR fragmentaciją [110-112]. Čia 

DNR pažaida turbūt įtakojama hipertermijos ne kaip pačios DNR, bet kaip 

branduolio baltymų, kurie yra agreguojami [109, 113] (Pav. 1.5.1.). Aukšta 

temperatūra sąlygoja aktyviųjų deguonies formų (ROS) gamybą, ko pasekoje 

sutrikdoma mitochondrijų kvėpavimo grandinė. Nustatyta, kad ROS didėja 

tiek esant 40 ℃ tiek ir esant aukštesnei nei 42 ℃ [114-117]. 

 

 

Pav. 1.5.1. Hipertermijos sukelti viduląsteliniai pokyčiai, sąlygojantys 

žūtį. 

Adaptuota iš Bettaieb ir kt. [113].  
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1.6 Hiperterminė intraperitoninė chemoterapija (HIPEC) 

Hiperterminės intraperitoninės chemoterapijos ištakos siekia 1934 metus, 

kuomet buvo atrasta, kad pašalinus didžiąją dalį navikinių masių, esančių 

pilvaplėvės ertmėje, yra atitolinami išplitusio vėžio simptomai. Šie 

simptomai tai žarnyno nepraeinamumas, ascitas, tuščiavidurių organų 

perforacija [118]. Šis gydymo metodas vėliau buvo kiek primirštas. 18 

dešimtmetyje Griffits nustatė, kad citoredukcinė operacija (šalinant 

makroskopiškai matomas navikines mases pilvaplėvės ertmėje) ir 

postoperacinė chemoterapija gerina žmonių, sergančių išplitusiu 

intraperitonealiai vėžiu išgyvenamumą [119, 120]. Pirmoji HIPEC procedūra, 

naudojant chemopreparatą Thiotepą, bei hipertermiją, buvo atlikta 1979 

metais [121]. 

Dažniausiai HIPEC atliekama po intraperitoniškai išplitusio naviko 

citoredukcijos. Pačios procedūros tikslas – išplauti iš pilvaplėvės ertmės 

likusias plaukiojančias navikinės ląsteles, kartu leidžiant pašildytą 

chemopreparatą. Šildymo tikslas – gerinti chemopreparato penetraciją į 

audinius, bei didinti jo citotoksiškumą. Dažniausiai naudojama temperatūra 

yra 41 ℃ - 43 ℃. Pačios procedūros metu atvėrus pilvaplėvės ertmę, į ją 

suvedamos žarnelės, pro vienas iš jų leidžiamas pašildytas chemopreparatas, 

pro kitas išleidžiamas (Pav. 1.6.1.) [122].  
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Pav. 1.6.1. HIPEC aparatūros schema. 

Adaptuota iš Randle ir kt. [122]. 

HIPEC gali būti atliekama dvejopai: uždara ir atvira metodika (Pav. 1.6.2.). 

Atvira HIPEC dar kitaip vadinama „Koliziejaus metodika“. Atvėrus 

pilvaplėvės ertmę ir suvedus įeinančio ir išeinančio chemopreparato 

vamzdelius, aplink visą pjūvį apsiuvama plėvelė, kad pati ertmė būtų uždara, 

tačiau per ją galima būtų atlikti manipuliacijas rankomis. Tokiu būdu 

aparatūra chemopreparatą palaiko 43 ℃ - 45 ℃ temperatūroje, kad 

intraperitoniškai būtų užtikrinta ~ 41 ℃ - 43 ℃. Chemopreparatas leidžiamas 

1 L/min greičiu, nuo 30 min iki 90 min. Atviros metodikos HIPEC privalumas 

yra tas, kad pilvaplėvės ertmėje geriau pasiskirsto šiluma. Trūkumas – sunku 

palaikyti reikiamą temperatūrą, bei didesnė rizika operacinės personalui 

įkvėpti chemopreparato [123].  

Uždaros procedūros metu vamzdeliai taip pat įvedami į pilvaplėvės ertmę, 

tačiau po įvedimo ji sandariai užsiuvama. HIPEC metu, pilvas turi būti 

pastoviai spaudomas chirurgo rankomis, kad chemopreparatas tolygiau 

pasiskirstytų. Po to, vėl atidarius pilvaplėvės ertmę, ji išplaunama. 

Pagrindinis uždaros HIPEC privalumas - minimalus temperatūros 

praradimas. Hipertermija pasiekiama greičiau, tikimybė personalui įkvėpti 

chemopreparato sumažėja. Esant uždarai pilvaplėvės ertmei, galima sukelti 

intraabdominalinį spaudimą, taip dar pagerinant chemopreparato penetraciją 



21 
 

į audinius. Šios metodikos trūkumas – sunku išlaikyti vienodą temperatūrą 

visoje pilvaplėvės ertmėje [123]. HIPEC metu anesteziologų komanda taip 

pat turi būti pasiruošusi. Reikia palaikyti adekvatų centrinį veninio spaudimo 

ir diurezės santykį. Mažą diurezę gali sąlygoti chemopreparato 

nefrotoksiškumas. Taip pat turi būti monitoruojama kūno temperatūra, kuri 

esofagialiai gali pasiekti daugiau nei 39 ℃. Kaklas ir kirkšnių zonos turi būti 

šaldomos ledu [123].  

Iki dabar nėra nustatyta nei kokie chemopreparatai, nei jų dozės turėtų būti 

naudojami HIPEC. Dažniausiai pasirenkamas vaistas – mitomycinas C. Jo 

dozuotė varijuoja nuo 12,5 mg/m2 iki 35 mg/m2 [124]. Kitas iš pasirinkimų – 

oksaliplatina. Tai trečios kartos platinos preparatas, kurį leidžiant į 

pilvaplėvės ertmę reikia skiesti su 5 % dekstrozės tirpalu. Tai sąlygoja 

hiperglikemiją ir hiponatremiją [125]. Irinotekanas - chemopreparatas 

neleidžiantis iš vienagrandės DNR sujungti į dvigrandę, taip pat naudojamas, 

dozuojant nuo 360  mg/m2 iki 400 mg/m2. Cisplatina HIPEC pasirenkama, 

tačiau daugelis vengia jos sukeltų komplikacijų, tokių kaip nefrotoksiškumas 

[126].  

 

Pav. 1.6.2. Uždara ir atvira HIPEC metodika. 

Atviros metodikos vaizdas adaptuotas iš Sugarbaker ir kt. [127], uždaros – Boutros ir kt. 

[128]. 

Kalbant apie pilvaplėvę ir jos ertmę, reikia pasakyti, kad pati pilvaplėvė labai 

plonas 5 sluoksnių mezotelinių ląstelių audinys. Jos storis 90 µm [124].  

Nustatyta, kad HIPEC metu, chemopreparatas į audinius penetruoja tik 1 – 3 

mm [129]. Pilvaplėvės ertmės – kraujo plazmos barjeras stabdo penetraciją, 

taip apsaugodamas organizmą nuo chemopreparato toksiškumo. Taip pat  yra 

įrodyta, kad atliekant citoredukcinę operaciją ir pašalinus didžiąją dalį 
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pilvaplėvės, chemopreparato koncentracija pačiame organizme nedidėja 

[130]. 

1.7 Ląstelės apoptozė 

Apoptozė -  tai daugelio viduląstelinių procesų išraiška, kurios metu ląstelė 

žūsta. Tai homeostazės mechanizmas, palaikantis normalų ląstelių skaičių 

organizme. Taip pat apoptozės mechanizmas naudojamas kartu su 

imuninėmis organizmo reakcijomis, kuomet ląstelės veikiamos virusų ar kitų 

veiksnių [131]. Radiacija ar įvairūs vaistai, naudojami chemoterapijoje, 

sąlygoja DNR pažaidą daugelyje ląstelių. Ši pažaida sąlygoja apoptozę, per 

p53 geną. Tačiau ji atsiranda tik tam tikrose ląstelėse. Ne visada lengva 

atskirti apoptozę nuo nekrozės. Šie procesai gali atsirasti atskirai, arba vienas 

po kito. Daugeliu atveju ar vyks apoptozė ar nekrozė sąlygoja dirgiklio tipas 

arba jo laipsnis. Veikiant mažu radiacijos ar karščio kiekiu, taip pat mažomis 

chemopreparato dozėmis, sąlygojama apoptozė. Padidinus šių veiksnių 

parametrus – nekrozė [132, 133].  

Pagal aktyvavimo kelią, galima išskirti 2 kelius, sąlygojančius apoptozę 

(Pav.1.7.1.). Tai išorinis ir vidinis. Išorinis kelias prasideda FAS ligandui 

prisijungus prie FAS receptoriaus. Tuomet aktyvuojama prokaspazė 8, kuri 

skyla į kaspazę 8, aktyvuojančią kaspazę 3. Minėta kaspazė skaido PARP, 

sukeliančią apoptozę. Vidinis kelias prasideda mitochondrijose po DNR 

pažaidos, kuomet pradeda kauptis p53 baltymas. Jo didelis kiekis sąlygoja 

antiapoptotinio baltymo Bcl-2 sumažėjimą. Tuomet Bax (proapoptotinis 

baltymas) įterpiamas į mitochondrijų membraną, sudarydamas kanalą, laidų 

citochromui C. Padidėjus citoplazmoje citochromo C kiekiui, aktyvuojama 

kaspazė 9, tuomet kaspazė 3. Kaspazė 3 skaido PARP, sukeldama apoptozę 

[134]. 
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Pav. 1.7.1. Išorinis ir vidinis apoptozės aktyvavimo kelias. 

Adaptuota iš Kim ir kt. [134]. 

Pagal eigą apoptozę galima skirstyti į tris fazes: I – iniciacijos, kuomet viduje 

ląstelės yra kaupiami apoptozės dirgikliai (hormonai, ROS formos, 

neuromediatoriai, ir kt.); II – apsisprendimo, kurios metu dirgikliai aktyvuoja 

baltymus, kurie pažeidžia branduolį; III – sunaikinimo, kuomet morfologiškai 

kinta ląstelė. Pirmoji fazė dar gali būti grįžtamas procesas, antroji ir trečioji – 

ne [135].  

Apoptozės metu žūvančios ląstelės traukiasi dėka citoskeleto trūkinėjimo. Šį 

procesą sąlygoja kaspazių veikla. Ląstelės tampa eozinofiliškos, o branduolys 

bazofiliškas. Ląstelės traukiasi, prarasdamos ryšį su aplink esančiomis. 

Vienas iš pagrindinių apoptozės etapų yra piknozė, kuomet traukiasi 

branduolys, chromatinas kondensuojasi. Branduolio membrana tampa 

nevienalytė, tuomet patekę endonukleazės „sukarpo“ DNR – tai karioreksė. 

Vėliau kondensuota citoplazma ir branduolys suskaldomas į mažus 

fragmentus, vadinamus apoptotiniais kūnais, kurie atitrūksta nuo ląstelės. 

Šiuos kūnus vėliau surenka makrofagai [136-138].  
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1.8 Hemo oksigenazė 1 (HO-1) 

Hemo oksigenazė 1 (HO-1) yra baltymas, kuris priklauso karščio 

indukuojamų baltymų grupei. Šio baltymo funkcija - nevienalytė. HO-1 

atlieka ne tik metabolinę, tačiau ir citoprotekcinę funkciją ląstelėse. Viena iš 

pagrindinių šio baltymo funkcijų – katalizuoti pirmąją ir hemo 

reguliuojančiąją degradacijos reakciją, po ko susidaro anglies monoksidas, 

laisva geležis ir biliverdinas. Toliau, dalyvaujant biliverdino reduktazei ir 

NADPH, biliverdinas gali būti  paverstas į bilirubiną (Pav. 1.8.1.) [139].  

 

Pav. 1.8.1. Hemo degradacija ir virsmas į bilirubiną. 

Adaptuota pagal Stocker ir kt. [139]. 

Pirminę HO-1 struktūrą sudaro 288 aminorūgštys. Antrinė struktūra 

sudaryta iš 7 α spiralių, sąveikaujančių su hemu. Yra žinomos trys HO-1 

izoformos, iš kurių labiausiai ištirta – pirmoji [140].  HO-1 geną koduoja 

13854 bazių poros, esančios 22 chromosomoje q12.3 vietoje [30]. Baltymo 

svoris ~ 32 kDa. Tiriant ekspresiją sveikuose žmogaus audiniuose, nustatyta, 

kad didžiausias HO-1 kiekis – blužnyje (Pav. 1.8.2.) [141]. Hemolizės metu, 

HO-1 kiekis padidėja tiek kepenyse, inkstuose, tiek ir makrofaguose. Šiuos 
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pokyčius lemia padidintas hemoglobino kiekis [142]. Vertinant 

viduląstelinius HO-1 kiekius atskirose ląstelės dalyse, šio baltymo rasta 

endoplazminiame tinkle, vakuolėse, taip pat branduolyje ir mitochondrijose 

[30].  

 

 

Pav. 1.8.2. HO-1 ekspresija sveikuose audiniuose. 

Adaptuota pagal Fagerberg ir kt. [141]. 

Padidėjusią HO-1 ekspresiją gali sąlygoti daugelis faktorių. Tai kaip 

bendrinis daugelio organizmų, kaip žinduoliai, paukščiai, žuvys net ir augalai 

savigynos mechanizmas sąlygojantis vieno ar kito stresoriaus. Veikiant 

tokiam stresoriui, aktyvuojama HO-1 geno transkripcija ir mRNR gamyba 

[143-145].  Vienas dažniausiai tyrinėjamų HO-1 ekspresiją sąlygojančių 

veiksnių – hipertermija [146]. Kiti, nemažiau svarbūs faktoriai, kurie 

indukuoja HO-1 yra: vandenilio peroksidas, UV spinduliuotė, dietilmaleatas, 

kadmio chloridas, kobalto chloridas, hemo protoporfirinas, kobalto 

protoporfirinas, alavo protoporfirinas, hipoksija, hiperoksija, interleukinai, 

angiotenzinas II. Idomu tai, kad alavo ir cinko protoporfirinai skatina HO-1 

transkripciją, tačiau tiek in vivo tiek in vitro  slopina jo funkciją [30].  

HO-1 tiesiogiai susijęs ir su tam tikromis ligomis. Yra žinoma, kad sumažėjęs 

HO-1 kiekis žmogaus organizme tiesiogiai atsakingas už metabolinius 
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sutrikimus, individo žemą ūgį, sumažėjusį geležies pasisavinimą, anemiją, 

krešumo sutrikimus ir ankstyvą mirtį [147].  Pelių individai su HO-1 deficitu 

turi didesnės apimties organus, jų audiniuose nustatomas didelis oksidacinio 

streso lygis. Manoma, kad jeigu šie individai gyventų ilgesnį laiką, jiems 

išsivystytų onkologiniai susirgimai, diabetas. HO-1 ekspresija padidėja 

sergant daugeliu vėžio tipų, tačiau pačio baltymo funkcija ir vieta ląstelėje 

varijuoja (Lentelė 1.8.1.) [148].  Sergant prostatos karcinoma, branduolio 

HO-1 ekspresija tiesiogiai koreliavo su naviko progresija [149]. Nustatyta, 

kad individai, kurių HO-1 ekspresija nėra didelė, yra labiau linkę susirgti 

skrandžio ar plaučių adenokarcinoma, nei tie, kurie išskiria didesnį HO-1 

kiekį [150]. Slopinant HO-1 kartu su EGF receptoriaus inhibitoriumi, kartu 

veikiant plaučių vėžio ląsteles cisplatina gerina pastarosios poveikį [151], 

padidina apoptozės lygį bei sustiprina ląstelių atsaką į spindulinio gydymo ir 

cisplatinos poveikį [152, 153].  

Lentelė 1.8.1. HO-1 reikšmė navikuose. 

Vėžio tipas HO-1 vieta Reikšmė 

plaučių citoplazma susijęs su didesne stadija 

prostatos branduolys susijęs su vėžio progresavimu 

kasos citoplazma proangiogeninis 

galvos/kaklo branduolys susijęs su vėžio progresavimu 

glioma makrofagai proangiogeninis 

storosios žarnos citoplazma/makrofagai susijęs su geresne prognoze 

skrandžio citoplazma/makrofagai susijęs su geresne prognoze 

Adaptuota pagal Wegiel ir kt. [148]. 

 

1.9 Alavo protoporfirinas  

Alavo protoporfirinas (SnPP)  - HO-1 funkcijos slopiklis. Jo cheminė 

formulė - C34H32N4O4Sn. Molekulinė masė – 679,4 g/mol [154]. Yra žinoma, 

kad šis protoporfirinas hemo degradacijos keliu, hemą konvertuoja į 

biliverdiną. Įdomu tai, kad SnPP didina HO-1 ekspresiją, tačiau slopina jo 

funkciją. Sergant gelta, jis mažina bilirubino kiekį plazmoje [155]. HO-1 ir 

SnPP ryšys pradėtas tyrinėti dar 9 dešimtmetyje. Išsiaiškinta, kad SnPP 

mažina hemo oksigenazės mitochondrinės RNR kiekį. Negana to, gali 

slopinti navikų augimą, bei mažinti ciklino D1 ekspresiją, taip lėtinant B 

ląstelių leukemijos progresiją [156], taip pat gerinti organizmo reakciją į 

infekciją [157]. Klinikinėje praktikoje, buvo atliekami tyrimai, kur SnPP 

buvo naudojamas kūdikių hiperbilirubinemijos gydyme [158].  

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C34H32N4O4Sn
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1.10 Mitochondrijų energetiniai mechanizmai 

Mitochondrijos yra ląstelės plaučiai. Jos suvartoja apie 98 % viso gaunamo 

deguonies. Viduląstelinis mitochondrijų kiekis priklauso nuo ląstelės 

funkcijos. Daug energijos suvartojančiose  ląstelėse galima priskaičiuoti kelis 

tūkstančius. Mažai energijos reikalaujančiose ląstelėse – kelis šimtus [159]. 

Mitochondrijose randama DNR ir ribosomų. Jose gaminami baltymai [160]. 

Pagrindinė mitochondrijų funkcija – energijos gamyba. Tačiau jos taip pat 

atsakingos už Ca2+ homeostazę, vidinius signalus, apoptozę, bei redokso 

būsenos palaikymą [160-162].  

Energijos gamyba mitochondrijose vyksta oksidacinio fosforilinimo būdu, 

kuomet iš riebalų rūgščių ir angliavandenių gaunama ATP, kuri naudojama 

vykdyti viduląsteliniams procesams [163].  

Oksidacinis fosforilinimas yra pagrindinis būdas ląstelei apsirūpinti energija. 

Šiame procese dalyvauja keturi kvėpavimo grandinės kompleksai, iš kurių 

trys veikia kaip protonų pompos ir perneša protonus iš matrikso į 

tarpmembraninę ertmę. Daugybė šių kompleksų, kuriuos jungia KoQ ir 

citochromas C kopijų yra išsidėstę vidinėje mitochondrijų membranoje [162, 

164, 165]. Mitochondrijų kvėpavimo grandinė sukuria elektrocheminį 

protonų gradientą (Pav. 1.10.1.). Šį gradientą naudoja V kompleksas (ATP-

azė), iš ADP ir Pi sintetindamas ATP [166].  

I kompleksas – kitaip dar vadinamas NADH dehidrogenazė, susideda iš 45 

baltyminių subvienetų ir sveriantis apie 1 mDa [164]. Ji yra L formos, 

sudaryta iš hidrofobinės ir hidrofilinės dalių. Pirmoji – membraninė dalis, kur 

randami kofaktoriai, atsakingi  už NADH oksidaciją. Antroji – nustatoma 

mitochondrijų matrikse ir dalyvauja protonų pernašoje [165].  

II kompleksas – sukcinato dehidrogenazė, žymiai didesnė už NADH 

dehidrogenazę. Jos svoris 123 kDa. Šis kompleksas taip pat randamas 

vidinėje mitochondrijų membranoje. Bei atkartojant pirmajį, randama FAD 

prostetinė, bei Fe – S grupės. Įdomu tai, kad šį kompleksą koduoja  DNR 

[165].  

III kompleksas – citochromo c oksidoreduktazė, arba – citochromo bc1 

kompleksas, atliekantis svarbią funkciją  ir apoptozės mechanizme. Svoris – 

13 kDa. Ši kompleksą sudaro 2 dalys: citochromas c1 su Fe-S grupe 

membranos išorėje, o citochromas b yra membranos viduje. Kompleksas 
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veikia kaip katalizatorius, oksiduojant KoQH2 iki KoQ. Taip pat 

katalizuojama citochromo redukcija [165].  

IV kompleksas – citochromo c oksidazė, sudaryta iš 13 subvienetų. Tris iš jų 

koduoja genai, esantys mitochondrijose, kitus 10 – esantys branduolyje [167, 

168]. Dvi hemo grupės (a ir a3), bei du Cu2+ centrai (A ir B) sudaro ši 

kompleksą. Citochromo c oksidazė katalizuoja O2 redukciją, tam 

panaudodama citochromą c. IV komplekso struktūrą gali keisti tokios 

patologijos kaip vėžys ir cukrinis diabetas [168].  

V kompleksas – ATP sintazė. Jį sudaro du domenai: F0 ir F1. Pirmasis 

domenas randamas vidinėje mitochondrijų membranoje, o antrasis jų 

matrikse. Oksidacinio fosforilinimo metu ATP sintazė atsakinga už ATP 

gamybą. Dėl elektrocheminio vandenilio jonų gradiento, V kompleksas 

sintetina ATP iš ADP ir fosfatinės grupės (Pi) [165].  

 

Pav. 1.10.1. Mitochondrijų kvėpavimo grandinė ir jos kompleksai. 

I - NADH dehidrogenazė; II - sukcinato dehidrogenazė; III - citochromo c oksidoreduktazė; 

IV - citochromo c oksidazė; V – ATP sintazė. Adaptuota pagal Ros Kuperus ir kt. [169]. 

Visi šie kompleksai kartu su nešikliais dalyvauja oksidaciniame 

fosforilinime. Energijos gamybai naudojami angliavandenių, riebalų rūgščių 

ir baltymų oksidacijos galutiniai produktai – piruvatas, acetil-KoA, 

aminorūgštys. Piruvatu gali būti gliukozė ar kiti angliavandeniai. Patekus 

šioms medžiagoms į matriksą, jos verčiamos acetil-KoA, kuris vėliau 

naudojamas Krebso cikle [160]. Glikolizės, Krebso ciklo ar riebalų rūgščių 

oksidacijos metu sintetinami NADH ir FADH2, kurie vėliau oksiduojami 
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kvėpavimo grandinėje. I ir II kompleksuose NADH ir FADH2 atiduoda 

elektronus, kurie yra pernešami ant KoQ, kuris taip yra redukuojamas. 

Redukuotas KoQ, elektronus atiduoda III kompleksui. Citochromo c oksidazė 

elektronus gauna iš citochromo c ir kvėpavimo grandinė pabaigiama. 

Veikiant I, III ir IV kompleksams, iš matrikso į tarpmembraninę ertmę 

pernešami protonai. Šios pernašos dėka, tarpmembraninėje ertmėje susidaro 

protonų koncentracijos gradientas, ko pasėkoje atsiranda elektros krūvių 

skirtumas tarp abiejų mitochondrijos membranos pusių. Šį gradientą 

daugiausia naudoja V kompleksas ATP gamyboje [170, 171].   
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2. TYRIMŲ METODAI 

2.1 Intraperitoniškai plintančio vėžio ląstelių linijos 

AGS ir Caco-2 ląstelės buvo įsigytos iš „American Type Cell Culture“ 

(ATCC; Manassas; VA; JAV). AGS ląstelių linija išskirta iš 54 metų moters, 

sergančios skrandžio adenokarcinoma. Prieš išskiriant šias ląsteles, jai 

nebuvo taikomas joks sisteminis gydymas. Caco-2 ląstelės išskirtos iš 72 

metų vyro, sergančio storosios žarnos adenokarcinoma. T3M4 ląstelių liniją 

padovanojo „European Pancreas Centre“ (Heidelbergas; Vokietija). Šios 

ląstelės buvo išskirtos iš kasos duktaline adenokarcinoma sergančios, japonų 

kilmės pacientės metastatinio limfmazgio. Yra žinoma, kad šios linijos 

ląstelės produkuoja karcinoembrioninį antigeną (CEA) ir turi Kras mutaciją.  

Visos ląstelės buvo kultivuojamos RPMI terpėje (Invitrogen; Karlsbadas; 

CA; JAV), kartu su fetaliniu jaučio serumu (FBS; Invitrogen; Karlsbadas; 

CA; JAV), bei 1 % penicilino/streptomicino tirpalu (Invitrogen; Karlsbadas; 

CA; JAV). Konteineriai su ląstelėmis buvo laikomi drėgname inkubatoriuje, 

palaikant 37 ℃ ir 5 % CO2.  

2.2 Eksperimentas ir jo rezultatų vertinimas  

Eksperimentą galima skirstyti į 2 dalis: nemoduliuojant HO-1; 

moduliuojant HO-1 raišką ir funkciją (Pav. 2.2.1.). Pirmojoje dalyje ląstelės 

buvo inkubuojamos 24 valandas, vėliau veiktos cisplatina ir temperatūra. IC50 

– 50 % mažinanti atitinkamos ląstelių linijos metabolinį aktyvumą, 

cisplatinos koncentracija, nustatyta titruojant dozę. Naudota temperatūra 

buvo: 37 ℃ (kontrolė), 38 ℃, 39 ℃, 40 ℃, 41 ℃, 42 ℃, 43 ℃, 44 ℃ ir 45 

℃. Minėti 2 veiksniai naudoti atskirai, arba kartu. Atkartojant dažniausiai 

naudojamą HIPEC laiką, poveikis truko 1 val. Ląsteles veikiant tam tikru 

temperatūriniu režimu, pradžioje buvo matuojama ląstelių terpės temperatūra, 

pasiekus užsibrėžtą – pradėtas skaičiuoti eksperimento laikas. Praėjus 

valandai, ląstelių terpė pakeista nauja. Naudojant cisplatiną – keičiant terpę, 

papildomai 3 kartus lėkštelė buvo praplauta PBS tirpalu (Invitrogen; 

Karlsbadas; CA; JAV). Iš karto po eksperimento buvo matuojama 

viduląstelinė cisplatinos koncentracija. Praėjus 48 val. nuo eksperimento 

pradžios, atlikti MTT, apoptozės, energetikos ir HO-1 raiškos tyrimai. 

Antrojoje eksperimento dalyje, pradžioje ląstelėms buvo inkorporuota HO-1 

tildanti RNR (siRNR), kitos buvo veiktos alavo protoporfirinu (SnPP). 
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Praėjus 72 val., veikta/neveikta cisplatinos IC50 ir normotermija (37 ℃) arba 

hipertermija (43 ℃). Tuomet ląstelės kultivuotos dar 48 val. ir poveikio 

atsakas vertintas apoptozės, metabolinio aktyvumo, raiškos ir kvėpavimo 

greičio tyrimais. 

 

 

Pav. 2.2.1. Tyrimų modelio grafinis vaizdavimas. 

2.3 MTT 

Ląstelių metabolinis aktyvumas buvo vertinamas MTT (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il-)-2,5-difeniltetrazolio bromidas) (Invitrogen; Karlsbadas; 

CA; JAV) metodika. Lėkštelės su paveiktomis ląstelėmis ir 5 mg/ml MTT 

buvo inkubuojamos 4 val. Vėliau terpė išsiurbta ir į šulinėlius įpilta DMSO 

(dimetilsulfoksidas) (Karl Roth Gmbh; Karlsrūhė; Vokietija), kuris ištirpino 

susidariusius formazano kristalus. Spalvos sugertis buvo matuojama 570 nm 

ir 650 nm bangos ilgyje. Tyrimui naudotas Sunrise spektrofotometras (Tecan 

Austria Gmbh; Grodigas; Austrija). Rezultatai apdoroti MS Excel 365 

programa (Microsoft; Redmondas; WA; JAV). 

2.4 Izobologramos 

Cisplatinos ir temperatūros bendro poveikio ląstelėms analizei buvo 

pasirinkta izobologramų metodika. Šiam tikslui buvo naudojami MTT 



32 
 

metabolinio aktyvumo duomenys, gauti veikiant 38 ℃, 39 ℃, 40 ℃, 41 ℃, 

42 ℃, 43 ℃, 44 ℃, ir 45 ℃ temperatūroje, bei cisplatinos 25 μmol/L, 50 

μmol/L, 100 μmol/L, 200 μmol/L, ir 400 μmol/L. Gautos nuo dozės 

priklausančios efektinės kreivės. Kombinuoto gydymo analizei buvo 

naudojama: 39 ℃ + 50 μmol/L; 39 ℃ + 100 μmol/L; 39 ℃ + 200 μmol/L; 

40 ℃ + 50 μmol/L; 40 ℃ + 100 μmol/L; 40 ℃ + 200 µmol/L; 41 ℃ + 50 

μmol/L; 41 ℃ + 100 μmol/L; 41 ℃ + 200 μmol/L; 42 ℃ + 50 μmol/L; 42 ℃ 

+ 100 μmol/L; 42 ℃ + 200 μmol/L; 43 ℃ + 50 μmol/L; 43 ℃ + 100 μmol/L; 

43 ℃ + 200 μmol/L; 44 ℃ + 50 μmol/L; 44 ℃ + 100 μmol/L ir 44 ℃ + 200 

μmol/L. Duomenų analizei naudota Chou efekto medianos lygtis [172], 

rodanti kombinacinį 2 poveikių indeksą (CI). Šiam skaičiui esant <1 – 

poveikis vertinamas kaip sinergistinis; CI=1 – adityvus; >1 – antagonistinis. 

Skaičiavimams buvo pasitelkta CompuSyn programinė įranga (CompuSyn  

Inc; Panamusas; NJ; JAV).    

2.5 Tėkmės citometrija  

Apoptozės lygio pokytis buvo vertinamas tėkmės citometrijos metodika, 

praėjus 48 val., po cisplatinos ir hipertermijos poveikio. Ląstelės veiktos 2 ml 

0,25 % tripsino (Invitrogen; Karlsbadas; CA; JAV) 37 ℃ ~ 7 min, kad jas 

atkelti nuo lėkštelių paviršiaus. Vėliau jos buvo praskiestos RPMI 

kultivavimo terpe. Analizei buvo naudojamas Guava Nexin Annexin V 

(Merck; Millipore; Burlingtonas; MA; JAV) gamykliškai paruoštas testo 

rinkinys, kurio pagrindiniai preparatai yra: Annexinas V-PE ir 7-

aminoactinomycinas D. Priklausomai kokiu preparatu dažėsi ląstelės, buvo 

vertinama ar ji gyvybinga, ar ankstyvoje apoptozėje, ar vėlyvoje 

apoptozėje/nekrozėje. Visi tyrimo etapai atlikti pagal gamintojo nurodymus. 

Buvo naudojama Guava Personal Cell Analysis Flow Cytometer aparatinė 

įranga (Merck; Millipore; Burlingtonas; MA; JAV), bei to paties gamintojo 

CytoSoft programinė įranga (versija 2.1.4). 

2.6 Polimerazės grandininė reakcija (PGR) 

RNR buvo išgauta iš ląstelių naudojant PureLink® RNA Mini kit 

(Ambion; Austinas; TX; JAV), pagal gamintojo nurodymus. Šios RNR kiekis 

buvo išmatuotas naudojant UV spketrofotometriją (NanoDrop; Walthamas; 

MA; JAV). cDNR buvo paruošta naudojant 2 μg RNR, juos maišant su Super 

Script Vilo Master Mix tirpalu (Invitrogen; Karlsbadas; CA; JAV) pagal 
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gamintojo rekomendacijas. RNR amplifikacija atlikta 20 μl tūryje, naudojant 

1 X Master Mix, pradmenis, bei 2 μg RNR šabloną. Pradinis kaitinimo etapas 

buvo vykdomas 95 ℃, 10 min. Po to sekė denatūravimo etapas – 95 ℃, 10 

min. Grandinės ilginimo etapas truko 40 ciklų po 1 minutę, 72 ℃. HO-1 

pradmenys buvo įsigyti iš Invitrogen (Karlsbadas; CA; JAV): HO-1 fwd - 5’-

TGCTCAACATCCAGCTCTTTGAGGA-3’ ir HO-1 rev - 5’-

CAGGCAGAGAATGCTGAGTTC-3’. PGR produktų vizualizacijai buvo 

naudojamas 1,5 % agarozės gelis ir jo elektroforezė, veikiant 140 V, ~40 min. 

Etidžio bromidu nudažyti rezultatai veikti ultravioletine šviesa (Gel Doc™ 

XR+ Gel Documentation System; Bio-Rad Laboratories, Inc.; Herculesas; 

CA; JAV). Analizė atlikta to paties gamintojo, ImageLab programine įranga 

(versija 6.0.0).   

2.7 Western blot 

Paruošus ląstelių lizatus radioimunoprecipitacijos buferiu (Abcam; 

Kembridžas; JK), su proteazių inhibitoriais (Roche Diagnostics; Baselis; 

Šveicarija) bei naudojant baltymų kiekio nustatymo rinkinį (Thermo Fischer 

Scientific; Waltamas; MA; JAV), buvo nustatyta baltymų koncentracija. 50 

μg, 5 min pašildytų 95 ℃ mėginių buvo perkelta į 4 % - 12 % SDS-PAGE 

gelį. Veikiant gelį 30 V 50 min., mėginiai perkelti ant polivinilideno fluorido 

membranos. Tuomet sumažinti nespecifiniam rezultatui, membranos veiktos 

blokavimo buferiu (WesternBreeze Blocker/Diluent; Invitrogen; Karlsbadas; 

CA; JAV) 1 val. kambario temperatūroje. Vėliau, 4 ℃ temperatūroje parą 

laiko veikti pirminiais antikūniais. HO-1 antikūnis – anti HO-1, išgautas iš 

triušio (kat.nr. EP1391Y; 1:2000; Abcam; Kembridžas; JK), taip pat naudotas 

ir kontrolinis antikūnis – GAPDH, išgautas iš pelės (kat.nr. AM4300; 

Ambion; Austinas; TX; JAV). Toliau, mėginiai veikti 1 val. kambario 

temperatūroje antriniais antikūniais: prieš triušio antikūnius (kat.nr. 

WP20007; Invitrogen; Karlsbadas; CA; JAV), bei prieš pelės (kat.nr. 

WP20006 Invitrogen; Karlsbadas; CA; JAV). Vizualizuoti rezultatus, buvo 

naudojamas chemiliuminescuojantis substratas (CDP-Star; Invitrogen; 

Karlsbadas; CA; JAV) su ChemiDoc sistema (Bio-Rad Laboratories, Inc.; 

Herculesas; CA; JAV). ImageJ (versija 1.48; National Institutes of Health; 

Betezda; MD; JAV) programinė įranga buvo naudojama vaizdinį rezultatą 

paversti skaitiniu.  
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2.8 Viduląstelinė cisplatinos koncentracija 

Iškart po cisplatinos/hipertermijos poveikio, buvo vertinama viduląstelinė 

cisplatinos koncentracija. Naudojant 2.7  skyriuje nurodytą metodiką, ląstelės 

buvo lizuotos, o lizatai praskiesti 10 kartų. Koncentracija buvo matuojama 

masės spektrometru (NexION™ 300D; Perkin Elmer; Waltham; MA; JAV), 

turinčiu nikelio kūgius ir kvarcinę cikloninę preparato purškimo kamerą. 

Norint pašalinti poliatominius trikdžius, naudotos 99,999 % Helio dujos. 

Kalibracinėms kreivėms gauti, buvo naudojamas Multi-Element calibration 

standart 4 (Perkin Elmer; Waltham; MA; JAV). 

2.9 HO-1 raiškos slopinimas siRNR 

72 val. prieš cisplatinos ir hipertermijos poveikį, HO-1 raiška buvo 

slopinama slopinančia siRNR, įsigyta iš Ambion (Austinas; TX; JAV), 

turinčią sekančią nukleotidų seką: 5’-UGAACACUCUGGAGAUGAC-3’. 

Kadangi buvo naudojama 30 nM HO-1 siRNR, toks pats kiekis panaudotas ir 

kontrolinės siRNR (AllStars NegativeControl; Qiagen; Hildenas;Vokietija), 

kurios nukleotidų seka - 5’-UUCUCCGAACGUGUCACGU-3’. Siekiant 

siRNR patekti į ląstelės vidų, buvo didinamas membranos pralaidumas. Tam 

naudotas Lipofectamine® RNAiMAX (Invitrogen; Karlsbadas; CA; JAV) bei 

Opti-MEM™ terpė (Invitrogen; Karlsbadas; CA; JAV), pagal gamintojo 

rekomendacijas. Nutildymo efektyvumas vertintas Western blot metodika.  

2.10 HO-1 funkcijos slopinimas alavo protoporfirinu (SnPP) 

72 val. prieš HIPEC in vitro simuliaciją, ląstelės buvo veikiamos 20 nM 

SnPP. Praėjus valandai, terpė buvo nupilama. 3 kartus lėkštelė buvo praplauta 

PBS tirpalu (Invitrogen; Karlsbadas; CA; JAV) ir ląstelės buvo kultivuojamos 

normaliomis sąlygomis drėgname inkubatoriuje, palaikant 37 ℃ ir 5 % O2, 

iki kito eksperimento etapo.  

2.11 Mitochondrijų kvėpavimo greičio nustatymas 

Analizuojant kvėpavimo greičio pokyčius ląstelėse, naudota Oxygraph-2k 

(Oroboros; Insbrukas; Austrija) poliarografinė sistema. Tyrimas vyko 37 ℃, 

naudojant Klark O2 elektrodą. Tyrimui naudota terpė sudaryta iš: 0,5 mmol/l 

EGTA, 3 mmol/l MgCl2, 60 mmol/l K-laktobionato, 20 mmol/l taurino, 10 

mmol/l KH2PO4, 20 mmol/l HEPES, 110 mmol/l sukrozės. Ląstelių 
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membranos pralaidumo didinimui buvo naudojama 8 μg/ml digitonino. 

Bazinis – mitochondrijų kvėpavimo greitis 2-oje metabolinėje būsenoje (V0), 

buvo matuojamas terpėje, kartu su substratais 5 mmol/l glutamatu + 2 mmol/l 

malatu. VADP – trečioji metabolinė mitochondrijų būsena vertinta į terpę 

įterpiant 1 mM ADP. V0 – mitochondrijų kvėpavimo greitis 2-oje 

metabolinėje būsenoje, esant terpėje prisotintoje substrato ir deguonies, VADP 

– mitochondrijų kvėpavimo greitis trečioje metabolinėje būsenoje, 

maksimaliai aktyvuojant ADP priedu (1mmol/l ADP), esant substrato ir 

deguonies [173]. Duomenų vertinimui naudotas kvėpavimo kontrolės 

koeficientas (KKK). Jis apskaičiuojamas pagal formulę: KKK= VADP/V0. 

Kuo KKK didesnis, tuo efektyvesnis kvėpavimas. Kuo šis koeficientas 

mažesnis, tuo didesni oksidacinio fosforilinimo sutrikimai mitochondrijose. 

Rezultatų apipavidalinimui pasitelkta Datlab 5 (Oroboros; Insbrukas; 

Austrija) programinė įranga. 1 mln ląstelių/ 2 ml terpės buvo naudojama 

kiekvienam kvėpavimo matavimui, o duomenys pateikti pmol/s/0,5mln 

ląstelių.  

2.12 Statistinė analizė 

Statistinė SPSS (versija 21.0; IBM, Armonkas; NY; JAV) programa, bei 

grafinė - GraphPad (versija 6.01; GraphPad Software; La Jolla; CA; JAV) 

buvo pasitelktos duomenų vertinimui ir atvaizdavimui. Skirtumo tarp 

tiriamųjų grupių statistiniam patikimumui vertinti buvo pasirinkta Mann-

Whitney ir One-Way ANOVA statistiniai testai. Grafikuose vaizduojama 

vidurkis ± standartinis nuokrypis iš 3 atskirų eksperimentų. P<0,05 nustatyta 

kaip statistiškai patikima reikšmė. 
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3. REZULTATAI 

3.1 Temperatūros ir cisplatinos poveikis ląstelių metaboliniam 

aktyvumui 

3.1.1 Temperatūros poveikis tiriamosioms ląstelėms  

AGS, Caco-2 ir T3M4 ląstelės buvo veikiamos atitinkama temperatūra, vieną 

valandą. Viena ląstelių grupė, kaip kontrolė buvo veikiama 37 ℃. Kitos 

ląstelių grupės veikiamos 38 ℃, 39 ℃, .... 45 ℃.  Skirtingos temperatūros 

poveikis ląstelių metaboliniam aktyvumui buvo vertinamas MTT tyrimu.   

 
Pav. 3.1.1.1. Skirtingas ląstelių atsakas į temperatūrą 

AGS ir Caco-2 ląstelių metabolinis aktyvumas mažėjo hipertermijos sąlygomis, tuo tarpu 

T3M4 – sumažėjo veikiant 42 ℃, o veikiant aukštesnei temperatūrai, buvo panašus į 

kontrolės. Metabolinio aktyvumo duomenys prilyginti atitinkamos ląstelių linijos 

kontrolinės grupės aktyvumui (37 ℃) – 100%. * - p<0,05.  

Visos ląstelių linijos į temperatūrą reagavo skirtingai. Jautriausios 

hipertermijai buvo AGS ląstelės. Jos į temperatūros kilimą reagavo 

adekvačiai. Kylant temperatūrai nuo 37 ℃ iki 41 ℃ aktyvumas nekito. Nuo 

41 ℃ iki 45 ℃, jų metabolinis aktyvumas sumažėjo 30 %. Lyginant su 

kontrole (37 ℃), 43 ℃ sumažino aktyvumą 16 %, 44 ℃ - 22 %, 45 ℃ - 30 

% (p<0.05). Caco-2 ląstelių metabolinis aktyvumas nekito temperatūros 

intervale nuo 37 ℃ iki 42 ℃. Veikiant ląsteles 43 ℃ ir 44 ℃, jų aktyvumas 

sumažėjimo atitinkamai 15 % ir 20 % (p<0,05). 45 ℃ temperatūra taip pat 
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mažino ląstelių metabolinį aktyvumą, tačiau statistiškai reikšmingo pokyčio 

nenustatyta. T3M4 ląstelėms temperatūra aiškaus poveikio nedarė ir 

aktyvumas nekito. Išsiskyrė tik 42 ℃, kur statistiškai reikšmingai (p<0,05) 

sumažėjo metabolinis aktyvumas 30 %. Tačiau veikiant aukštesne 

temperatūra, ląstelių aktyvumas vėl buvo panašus į kontrolinės grupės (Pav. 

3.1.1.1.). Didinant temperatūrą atitinkamai mažėjo metabolinis aktyvumas 

AGS ląstelėse. Caco-2 - aktyvumas sumažėjo tik veikiant 43 ℃ ir 44 ℃, o 

T3M4 - 42 ℃. Veikiant aukštesnėmis temperatūromis Caco-2 ir T3M4 

ląsteles, metabolinis aktyvumas buvo panašus į kontrolinių grupių.      

3.1.2 Cisplatinos poveikis vėžinėms ląstelėms 

Virškinimo sistemos vėžinės ląstelės buvo veiktos cisplatina ir tirtas jų 

metabolinis aktyvumas MTT metodika (Pav. 3.1.2.1.). Nustatyta kiekvienai 

ląstelių linijai cisplatinos IC50 dozė, t.y. preparato kiekis, kurio užtenka 

sumažinti ląstelių metabolinį aktyvumą 50 %. Visų ląstelių aktyvumas 

mažėjo, tačiau jam sumažinti reikalinga skirtingu preparato dozių. Skrandžio 

vėžinėms ląstelėms cisplatinos IC50 – 182 μmol/l, storosios žarnos – 194 

μmol/l ir kasos – 48 μmol/l.  

 

 Pav. 3.1.2.1. Ląstelės skirtingai reaguoja į cisplatiną. 

T3M4 – jautriausiai reaguoja į cisplatinos poveikį. Metabolinio aktyvumo duomenys 

prilyginti atitinkamos ląstelių linijos kontrolinei grupei (neveikiant cisplatina). Punktyrinė 

linija atitinka IC50. 

Vertinant gautus rezultatus, T3M4 ląstelės buvo jautriausios cisplatinos 

poveikiui. Mažiausiai jautrios – Caco-2. Remiantis šiuo tyrimu buvo 
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pasirinktos atitinkamos IC50 cisplatinos koncentracijos kiekvienai ląstelių 

linijai ir naudotos tolimesniuose tyrimų etapuose. 

3.1.3 Kombinuotas temperatūros ir cisplatinos poveikis  

Imituojant in vitro hiperterminės intraperitoninės chemoperfuzijos sąlygas, 

ląstelės buvo veiktos tiek skirtingomis temperatūromis, tiek specifine 

cisplatinos IC50 koncentracija. Tyrimas atliktas naudojant MTT metodiką. 

Šiuo eksperimentu norėta išsiaiškinti kaip temperatūra, keičia cisplatinos 

citotoksiškumą, kuris vertintas per ląstelių metabolinį aktyvumą.  

 

Pav. 3.1.3.1. Cisplatinos ir temperatūros poveikio kombinacija išskiria 2 

ląstelių grupes. 

AGS ir T3M4 ląstelės veikiamos cisplatinos IC50 veikiant tam tikrais temperatūriniais 

rėžimais gali būti suaktyvintos, didėjant jų metaboliniam aktyvumui. Aktyvumo duomenys 

prilyginti atitinkamos ląstelių linijos kontrolinei grupei (veikiant cisplatina 37℃ ). 

Punktyrinė linija atitinka IC50 metabolinį aktyvumą. 

Temperatūriniai rėžimai nuo 37 ℃ iki 41 ℃ neturėjo jokios įtakos cisplatinos 

poveikiui. Keista, tačiau ties tam tikra temperatūra, buvo stebėtas metabolinio 

aktyvumo padidėjimas lyginant su ląstelėmis veiktomis cisplatina 37 ℃. 42 

℃ didino cisplatina veiktų AGS ląstelių aktyvumą 33 %. T3M4 aktyvumas 

padidėjo 32 % veikiant 43 ℃. Vertinant aukštesnės nei 43 ℃ poveikį, buvo 

stebimas jo mažėjimas AGS ir T3M4 ląstelių linijose, tačiau jis nekito Caco-

2. Čia 43 ℃ - 45 ℃ intervale metabolinis aktyvumas, lyginant su kontrole 

buvo sumažėjęs 30 %.   Tuo tarpu veikiant cisplatina AGS ir T3M4 ląsteles 

ir 45 ℃, aktyvumas sumažėjo atitinkamai 70 % ir 76 %. Apibendrinant 
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rezultatus galima išskirti 2 temperatūros poveikio grupes: I – Caco-2, kuomet 

kylant temperatūrai, palaipsniui krenta cisplatina veiktų ląstelių metabolinis 

aktyvumas; II – AGS ir T3M4, kuomet veikiant tam tikrais temperatūrinais 

rėžimais aktyvumas gali padidėti (Pav. 3.1.3.1.). Panašu, kad veikiant 

hipertermine intraperitonine chemoterapija navikines ląsteles, kuomet tam 

tikra temperatūra gali padidinti aktyvumą, būtina atsižvelgti į temperatūrinį 

režimą, nes galima sulaukti priešingo rezultato nei tikėtasi. 

3.1.4 Kombinuoto temperatūros ir cisplatinos poveikio matematinė 

analizė: sinergija ar antagonizmas? 

Įvertinti bendrą cisplatinos ir temperatūros poveikį ląstelėms, buvo 

pasirinkta izobologramų matematinė skaičiavimo metodika. Analizė atlikta 

naudojant metabolinio aktyvumo duomenis. Nustatyta, kad visos tirtos 

temperatūros ir cisplatinos koncentracijos veikia antagonistiškai AGS 

ląsteles. Caco-2 ląstelėms kombinuotas poveikis buvo trejopas: sinergistinis 

(40 ℃ su 50 μmol/L ir 100 μmol/L cisplatinos; 43 ℃ su 50 μmol/L, 100 

μmol/L, ir 200 μmol/L cisplatinos; 44 ℃ su 50 μmol/L, 100 μmol/L, ir 200 

μmol/L cisplatinos); adityvus (39 ℃ su 100 μmol/L cisplatinos; 41 ℃ su 100 

μmol/L cisplatinos ir 42 ℃ su 50 μmol/L ir 100 μmol/L cisplatinos); bei 

antagonistinis (39 ℃ su 200 μmol/L cisplatinos; 40 ℃ su 200 μmol/L 

cisplatinos, 41 ℃ su 50 μmol/L ir 200 μmol/L cisplatinos; 42 ℃ su 200 

μmol/L cisplatinos). T3M4 ląstelėms buvo nustatytas adityvus (41 ℃ su 200 

μmol/L cisplatinos, 42 ℃ su 50 μmol/L cisplatinos, 44 ℃ su 100 μmol/L ir 

200 μmol/L cisplatinos) ir antagonistinis (visos kitos tirtos temperatūros ir 

cisplatinos kombinacijos) poveikis (Pav. 3.1.4.1.).  
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Pav. 3.1.4.1. Izobologramos. Trilypis cisplatinos ir temperatūros poveikis. 

Linijos, jungiančios trikampiuose esančius IC50 taškus, bei diagramose esančiose dešinėje 

atspindi kombinacijos indeksą (CI = 1). Visi taškai, kurie yra žemiau linijos – rodo 

kombinacinio poveikio sinergizmą, ant linijos – adityvumą, virš linijos – antagonizmą. 

Taškai, esantys labai nutolę nuo linijos (antagonizmas) grafike nerodomi. Naudojami 

matematiškai apskaičiuoti IC50: AGS - 51℃ su 159 μmol/L cisplatinos; Caco-2 – 66 ℃ su 

328 μmol/L; T3M4 – 61 ℃ su 0 μmol/L. 

Apibendrinant, matematinė kombinuoto poveikio analizė parodė sinergistinį 

ryšį tik Caco-2 ląstelėse, o adityvų Caco-2 ir T3M4. Skrandžio vėžio 

ląstelėms poveikis buvo tik antagonistinis. 

3.2 Viduląstelinės cisplatinos koncentracijos pokyčiai 

Veikiant atitinkama ląstelių linijai cisplatinos IC50, tirta koks  

chemopreparato kiekis patenka į ląstelės vidų. Analizuoti duomenys tiek 

normotermijos tiek hipertermijos sąlygomis (Pav. 3.2.1.). Didžiausia 
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cisplatinos koncentracija rasta AGS ląstelėse – 23 ng/ml, mažiausia T3M4– 

11 ng/ml.  Tuo tarpu Caco-2– 20 ng/ml. Hipertermija esamą koncentraciją 

patikimai didino: AGS – 30 % (p<0.01); Caco-2 – 20 % (p<0.05) ir T3M4 – 

18 % (p<0,05). 
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Pav. 3.2.1. Hipertermijos įtaka viduląstelinei cisplatinos koncentracijai. 

Cisplatinos koncentracija demonstruojama ng/ml vienetais. Mann-Whitney testas 

naudotas rasti statistiškai reikšmingus skirtumus tarp grupių, kur * - p<0,05; ** - p<0,01. 

„+cis“ – cisplatina veiktos ląstelės; „-cis“ – neveiktos.  

3.3 Cisplatinos ir temperatūros įtaka vėžinių ląstelių apoptozei ir 

viduląsteliniam kvėpavimui 

3.3.1 Kombinuoto cisplatinos ir temperatūros poveikio įtaka apoptozei 

 

Hipertermijos poveikio į cisplatinos citotoksiškumą analizei taip pat buvo 

pasitelkta tėkmės citometrijos metodika, matuojant ankstyvą, vėlyvą 

apoptozę ir žuvusias ląsteles (Pav. 3.3.1.1.). Daugiausiai dėmesio skirta 

ankstyvai apoptozei, nes šis tyrimas buvo atliekamas 48 val. po eksperimento. 

Įvertinus prieš tai atliktų tyrimų rezultatus, pasirinkta optimaliausia veikianti 

temperatūra – 43 ℃ (hipertermija). Cisplatina sąlygojo apoptozės padidėjimą 

Caco-2 ir T3M4 ląstelėse atitinkamai 1,5 ir 3,4 karto (p<0,05).  Tuo tarpu 

vėlyvos apoptozės/negyvybingų ląstelių nustatyta atitinkamai 0,5 % ir 2,9 %. 

Lyginant hipertermijos (43 ℃) poveikį, cisplatina veiktoms ląstelėms su 

kontroline grupe (veiktos cisplatina normotermijoje – 37 ℃), nustatyta, kad 

hipertermija paskatino apoptozę 20 % (1% vėlyvos apoptozės/žuvusių 

ląstelių) Caco-2 ir 19 % (3,9 % vėlyvos apoptozės/žuvusių ląstelių) T3M4 
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(p<0,05). Vien tik cisplatina AGS ląstelių apoptozės normotermijoje 

neįtakojo, kuri buvo panaši į kontrolinės grupės (ląstelių neveiktų cisplatina 

ir kultivuotų normotermijoje). Tačiau hipertermija ženkliai paskatino 

ankstyvą apoptozę AGS, ją padidindama 61 % (0,4 %  vėlyvos 

apoptozės/žuvusių ląstelių) (p<0,05).  

 

Pav. 3.3.1.1. Hipertermijos įtaka ankstyvai apoptozei. 

Hipertermija įtakojo ankstyvą apoptozę AGS ir T3M4 ląstelėse, Caco-2 – įtakos 

neturėjo. A – punktyrinė linija rodo kontrolinės grupės (normotermijoje be cisplatinos 

kultivuotų ląstelių) ankstyvos apoptozės lygį, pagal kurį rodomi duomenys grafike. Mann-

Whitney testas naudotas rasti statistiškai reikšmingus pokyčius tarp grupių, kur * - p<0,05. 

B – Apoptozės duomenys pavaizduoti taškiniame grafike. „+cis“ – cisplatina veiktos 

ląstelės; „-cis“ – neveiktos.  

 

Apoptozės analizė išryškino T3M4 ląsteles, kaip labiausiai jautrias 

hipertermijos sąlygotam cisplatinos citotoksiškumui. Skrandžio vėžio 

ląstelėms hipertermija taip pat didino cisplatinos citotoksiškumą, o Caco-2 

poveikio nebuvo. 
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3.3.2 Cisplatinos poveikis ląstelių kvėpavimo greičiui 

Atlikus įvadinę temperatūros ir cisplatinos poveikio ląstelių metaboliniam 

aktyvumui analizę, tirta kaip cisplatina ir temperatūra veikia viduląstelinį 

kvėpavimą (deguonies sunaudojimą mitochondrijose). Šiam tikslui naudotas 

glutamatas/malatas kaip kvėpavimo substratai. Vertinant mitochondrijų 

kvėpavimo greitį 2-ojoje metabolinėje būsenoje – V0), nustatyta kad 

cisplatina jį patikimai reikšmingai didino AGS ir T3M4, atitinkamai 2,44 ir 

2,34 karto (p<0,05). Caco-2 greitis taip pat didėjo 1,42 karto, tik statistiškai 

nereikšmingai (Pav. 3.3.2.1.A.). Vertinant mitochondrijų kvėpavimo greitį 3-

ojoje kvėpavimo būsenoje - VADP, stebėtas jos padidėjimas su T3M4 – 37 % 

(p<0,05). AGS ir Caco-2 kvėpavimo greitis augo 34 % ir 35 %, tačiau šis 

pokytis nebuvo statistiškai patikimas (Pav. 3.3.2.1.B.).  Kvėpavimo kontrolės 

indeksas (Pav. 3.3.2.1.C.) AGS, Caco-2 ir T3M4 ląstelėse mažėjo atitinkamai 

44 %, 16 % ir 40 % (p<0,05). 

  

Pav. 3.3.2.1. Cisplatinos poveikis mitochondrijų kvėpavimo greičiui. 

Glutamatas/malatas naudoti kaip substratai. A – mitochondrijų kvėpavimo greitis 2-oje 

metabolinėje būsenoje – V0. B – mitochondrijų kvėpavimo greitis 3-oje metabolinėje 

būsenoje, pridėjus 1mM ADP - VADP. C –kvėpavimo kontrolės indeksas, apskaičiuojamas: 

VADP/V0. * - p<0,05 patikimas pokytis tarp kontrolės ir atitinkamos cisplatina veiktos 

ląstelių grupės.  
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Apibendrinant cisplatinos poveikio mitochondrijų kvėpavimo greičiui, tik 

T3M4 ląstelėse chemopreparatas reikšmingai jį didino II ir III metabolinėje 

būsenoje. 

3.3.3 Temperatūros įtaka ląstelių kvėpavimo greičiui 

Hipertermija (43 ℃) nekeitė mitochondrijų kvėpavimo greičio nei antoje, 

nei trečioje metabolinėse būsenose Caco-2 ir T3M4 ląstelėse (Pav. 3.3.3.1.A.; 

Pav. 3.3.3.1.B.), atitinkamai nepakito ir kvėpavimo kontrolės indeksas (Pav. 

3.3.3.1.C.). Tuo tarpu AGS mitochondrijų kvėpavimo greitis V0 padidėjo 

1,64 karto (p<0,05). Hipertermija didino ir kvėpavimo greitį trečioje 

metabolinėje būsenoje (VADP) 30 % (p<0,05). Atitinkamai, 27 % sumažėjo 

kvėpavimo kontrolės indeksas (p<0,05).  

 

Pav. 3.3.3.1. Temperatūros poveikis mitochondrijų kvėpavimo greičiui. 

Glutamatas/malatas naudoti kaip substratai. A – mitochondrijų kvėpavimo greitis 2-oje 

metabolinėje būsenoje – V0. B – mitochondrijų kvėpavimo greitis 3-oje metabolinėje 

būsenoje, pridėjus 1mM ADP - VADP. C –kvėpavimo kontrolės indeksas, apskaičiuojamas: 

VADP/V0. * - p<0,05 patikimas pokytis tarp kontrolės ir atitinkamos temperatūra veiktos 

ląstelių grupės.  
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AGS ląstelėse hipertermija patikimai didino mitochondrijų kvėpavimo greitį 

tiek II, tiek ir III metabolinėse būsenose. Nei Caco-2 nei T3M4 – poveikio 

nebuvo.  

3.3.4 Kombinuoto temperatūros ir cisplatinos poveikio įtaka ląstelių 

kvėpavimo greičiui 

Kvėpavimo greitis vertintas ne tik atskirai veikiant cisplatina ar 

hipertermija, tačiau ir kombinuotai – veikiant kartu. Nepastebėta jokio 

pokyčio AGS ir T3M4 ląstelėse (Pav. 3.3.4.1.A.; Pav. 3.3.4.1.B.; Pav. 

3.3.4.1.C.). Cisplatina veikiant Caco-2 ląsteles hipertermijoje, kvėpavimo 

greitis sumažėjo 36 % trečioje metabolinėje būsenoje (p<0,05). Nei antroje 

metabolinėje būsenoje, nei kvėpavimo kontrolės indekso statistiškai 

reikšmingų pokyčių nebuvo nustatyta.  

 

Pav. 3.3.4.1. Mitochondrijų kvėpavimo greičio analizė veikiant 

temperatūra ir cisplatina. 

Glutamatas/malatas naudoti kaip substratai. A – mitochondrijų kvėpavimo greitis 2-oje 

metabolinėje būsenoje – V0. B – mitochondrijų kvėpavimo greitis 3-oje metabolinėje 

būsenoje, pridėjus 1mM ADP - VADP. C –kvėpavimo kontrolės indeksas, apskaičiuojamas: 

VADP/V0. * - p<0,05 patikimas pokytis tarp kontrolės ir atitinkamos temperatūra veiktos 

ląstelių grupės. Punktyrine linija atskirtos skirtinga temperatūra veiktos ląstelės. „+cis“ – 

cisplatina veiktos ląstelės; „-cis“ – neveiktos.  
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Hipertermija didinant cisplatinos citotoksiškumą, nestebėta jokių 

reikšmingų viduląstelinio kvėpavimo pokyčių, vertinant kartu II ir III 

metabolinę būsena. 

 

3.4 HO-1 moduliacijos įtaka ląstelėms  

3.4.1 HO-1 raiška  

HO-1 raiška buvo vertinta PGR metodika. Nustatyta, kad storosios žarnos 

vėžio ląstelėse nei temperatūra, nei cisplatinos poveikis neturėjo jokios įtakos 

HO-1 geno pokyčiams. Todėl tolimesniuose tyrimuose, susijusiuose su HO-

1 šios ląstelių linijos buvo atsisakyta (Pav. 3.4.1.1.). Skrandžio vėžio (AGS) 

ląstelėse buvo stebima, jog hipertermija padidina HO-1 ekspresiją, nors ir 

statistiškai nereikšmingai. Didžiausias HO-1 raiškos pokytis buvo stebimas 

T3M4. Tačiau, šį pokytį lėmė cisplatinos poveikis, bet ne hipertermija. 

Cisplatina HO-1 ekspresiją padidino 4,8 karto normotermijos ir 3,8 karto 

hipertermijos sąlygomis (p<0,05).  

 

Pav. 3.4.1.1. HO-1 RNR ekspresija, veikiant ląsteles cisplatina ir 

hipertermija. 

Temperatūros ar cisplatinos poveikis stebimas tik AGS ir T3M4 ląstelėse. * - p<0,05 

patikimas pokytis tarp toje pačioje temperatūroje veiktų/neveiktų cisplatina grupių. „+cis“ – 

cisplatina veiktos ląstelės; „-cis“ – neveiktos. 

HO-1 baltymo raiškos tyrime naudojome tik AGS ir T3M4 ląsteles (Pav. 

3.4.1.2.). Nustatyta, kad vien tik hipertermija veikiant skrandžio vėžio ląsteles 

HO-1 baltymo raiška padidėjo 2,75 karto (p<0,05). Vien tik cisplatinos 

poveikis normotermijos sąlygomis raišką didino 1.2 karto, tačiau tai nebuvo 

statistiškai patikima. Hipertermijos sąlygomis cisplatina paveiktų AGS 

ląstelių raiška buvo mažesnė 8 %, tačiau tai nebuvo statistiškai reikšmingas 

rezultatas.  T3M4 ląstelėse HO-1 baltymo raiškos rezultatai buvo kitokie negu 

RNR. Cisplatina neveikė nei normotermijoje nei hipertermijoje, o aukšta 

temperatūra turėjo tendenciją mažinti HO-1 baltymo kiekį.  
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Pav. 3.4.1.2. HO-1 baltymo ekspresija, ląsteles veikiant cisplatina ir 

hipertermija. 

Temperatūra įtakoja HO-1 baltymo raišką tik AGS ląstelėse. Grafikuose pavaizduotas 

Western blot rezultatų kiekybinis vertinimas ImageJ programa. * - p<0,05 patikimas 

pokytis tarp grupių. „+cis“ – cisplatina veiktos ląstelės; „-cis“ – neveiktos. Apačioje 

paveikslo grafinis Western blot rezultatų atvaizdavimas. GAPDH – kontrolinis baltymas. 

RNR ir baltymų ekspresija tarp tų pačių ląstelių linijų išsiskyrė. HO-1 

baltymas -  kaip funkcinė medžiaga, kurios gamybai reikalinga RNR. 

Fiksuojant tik HO-1 baltymų kiekio pokyčius, kuriuos įtakoja hipertermija,  

ir nenustatant panašaus HO-1 RNR kiekio kitimo,  galima daryti prielaidą, 

kad ne visas HO-1 RNR kiekis nustatomas PGR metodika. Todėl remtąsi 

baltymų ekspresijos duomenimis ir tolimesnei HO-1 funkcijos ląstelėse 

analizei nuspręsta naudoti skrandžio vėžio ląstelių liniją – AGS.  

 

 

Pav. 3.4.1.3. HO-1 geno slopinimas siRNR. 

HO-1 tildanti RNR užslopina baltymo ekspresiją. GAPDH – kontrolinis baltymas.  
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Tolimesniuose tyrimuose, planuojant slopinti citoprotekcinio geno raišką, 

tirta HO-1 geną slopinanti RNR (siRNR). Kadangi ja paveikus AGS ląsteles, 

buvo stebimas HO-1 baltymo kiekio sumažėjimas, lyginant su kontrole (Pav. 

3.4.1.3.), nuspręsta, kad ši siRNR yra veiksminga ir ja galima moduliuoti 

ląsteles. 

3.4.2 Slopinant HO-1 mažėja AGS metabolinis aktyvumas 

Užslopinus HO-1 raišką, bei veikiant ląsteles hipertermija ir cisplatina 

buvo tirtas AGS metabolinis aktyvumas MTT metodika (Pav. 3.4.2.1.). 

Nustatyta, kad normotermijos sąlygomis aktyvumas sumažėjo 16 % 

(p<0,05). Veikiant 43 ℃, metabolinis aktyvumas buvo mažesnis nei 

kontrolinėje grupėje (veikiant tik cisplatina normotermijoje), tačiau 

statistiškai reikšmingo pokyčio nebuvo.  

 

 

 Pav. 3.4.2.1. AGS metabolinis aktyvumas, slopinant HO-1 

raišką. 

HO-1 slopinimas normotermijoje sumažino metabolinį aktyvumą. * - p<0,05 patikimas 

pokytis tarp normotermijoje veiktų grupių.  

HO-1 slopinimas AGS ląstelių metabolinį aktyvumą mažina tik 

normotermijos sąlygomis. 
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3.4.3 HO-1 slopinimas skatina apoptozę, tačiau neveikia 

viduląstelinio kvėpavimo 

Tėkmės citometrijos pagalba buvo tirta HO-1 įtaka AGS apoptozei (Pav. 

3.4.3.1.). Slopinant HO-1 normotermijoje ir veikiant cisplatina, ankstyva 

apoptozė padidėjo 2,63 karto (p<0,05). Hipertermijoje šis pokytis buvo dar 

ryškesnis – 4,19 karto (p<0,05). Lyginant apoptozę, cisplatina ir HO-1 siRNR 

veiktų ląstelių normotermijoje su veiktų hipertermijoje, stebima, kad 

pastarojoje ankstyva apoptozė buvo 2,6 karto didesnė.  

 
Pav. 3.4.3.1. Ankstyvos apoptozės pokyčiai, slopinant HO-1 raišką. 

HO-1 slopinimas didina AGS apoptozę. Duomenys grafike prilyginti kontrolei (ląstelėms 

kultivuotoms normotermijoje be cisplatinos ir siRNR). Vertikali punktyrinė linija rodo 

kontrolinės grupės apoptozę. * - p<0,05 statistiškai patikimas pokytis tarp grupių, nurodytų 

linijomis. Taškinės grafos vizualiai atspindi lentelėje pateiktus duomenis. 

Jeigu vertintume ląstelių žūties pokyčius tarp kontrolės (normotermijoje 

kultivuotų ląstelių, be cisplatinos ir HO-1 slopinimo) ir ląstelių veiktų 

hipertermija, cisplatina ir slopinant HO-1 raišką, gautume 6,5 karto geresnį 

rezultatą (p<0,05). Vertinant energetinius pokyčius, slopinant HO-1 



50 
 

ekspresiją, mitochondrijų kvėpavimo greitis mažėjo 2-oje metabolinėje 

būsenoje 21 % (p<0,05), o 3-oje - 19 % (p<0,05). Kvėpavimo kontrolės 

indeksas išliko panašus abiejose grupėse, dėl panašaus greičio kitimo abiejose 

metabolinėse būsenose (Pav. 3.4.3.2.). 

 

 

 

Pav. 3.4.3.2. HO-1 slopinimas ir kvėpavimo greitis. 

Mitochondrijų kvėpavimo greitis 2-oje metabolinėje būsenoje – V0. Mitochondrijų 

kvėpavimo greitis 3-oje metabolinėje būsenoje, pridėjus 1mM ADP - VADP.  

Veikiant AGS ląsteles cisplatina ir slopinant HO-1 ekspresiją didėja 

apoptozės lygis, kurį dar padidina hipertermija. HO-1 slopinimas mažina 

mitochondrių kvėpavimo greitį. 

3.4.4 Alavo protoporfirino (SnPP) poveikis AGS ląstelėms 

Žinant, kad  Alavo protoporfirinas (SnPP) slopina HO-1 citoprotekcinę 

funkciją [174], AGS ląstelės veiktos 20 uM šios medžiagos, hiperterminės 

intraperitoninės chemoterapijos sąlygomis (Pav. 3.4.4.1.A.). Jokių pokyčių 

veikiant cisplatina ir SnPP normotermijoje nenustatyta, tačiau hipertermijoje, 

AGS metabolinis aktyvumas padidėjo 1,7 karto, bet šis rezultatas nebuvo 

statistiškai patikimas. SnPP taip pat turėjo tendenciją didinti ir apoptotinį 

ląstelių aktyvumą, tačiau rezultatuose statistiškai reikšmingų pokyčių nebuvo 

nustatyta (Pav. 3.4.4.1.B.).  

Tiriant SnPP įtakojamus pokyčius buvo nustatyta, kad slopinant HO-1 

funkciją, sumažėjo kvėpavimo greitis 2-oje metabolinėje būsenoje 13 % ir 49 

% 3-oje metabolinėje būsenoje (VADP) (p<0,05), bei 43 % sumažėjo 

kvėpavimo kontrolės indeksas. Šie energetiniai rezultatai rodo, kad SnPP 
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slopinant HO-1 funkciją, mitochondrijų funkcinė būklė blogėja, to pasekoje 

AGS tampa jautresnės cisplatinai (Pav. 3.4.4.1.C.; Pav. 3.4.4.1.D.).  

 

Pav. 3.4.4.1. HO-1 funkcijos slopinimas alavo protoporfirinu. 

Slopinant SnPP bei kartu veikiant cisplatina ir hipertermija buvo tirta: A- metabolinis 

aktyvumas; B – ankstyvos apoptozės pokyčiai (duomenys B  grafike prilyginti kontrolei  - 

ląstelėms kultivuotoms normotermijoje be cisplatinos ir siRNR). C ir D grafikuose 

duomenys rodomi tik hipertermijos (43 ℃) sąlygomis, kur tirtas mitochondrijų kvėpavimo 

greitis.  V0 - antra metabolinė mitochondrijų kvėpavimo būsena. VADP - trečia metabolinė 

būsena. D – kvėpavimo kontrolės indeksas. * - p<0,05 statistiškai patikimas pokytis tarp 

grupių. 

Apibendrinant HO-1 funkcijos slopinimo rezultatus SnPP, galima teigti, kad 

ši medžiaga turėjo tendenciją didinti tiek AGS metabolinį aktyvumą, tiek 

skatinti apoptotinius procesus, bei III metabolinės būsenos aktyvumą. 
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4.  REZULTATŲ APTARIMAS 

4.1 Bendras intraperitoniškai plintančių navikų ląstelių atsakas į 

hiperterminę chemoterapiją 

Nors šiais laikais randama daug vėžio atvejų ankstyvose stadijose, vis dar 

išlieka gana didelė problema diagnozavus išplitusį vėžį [1]. Skrandžio, kasos 

ir storosios žarnos navikai - vieni iš dažniausiai nustatomų pilvaplėvės 

ertmėje išplitusių onkologinių susirgimų.  Tokiu atveju gydymo galimybės 

dažnai būna labai ribotos. Vienas iš gydymo metodų yra HIPEC. Yra žinoma, 

kad ši procedūra didina pacientų išgyvenamumą sergant skrandžio [175, 176] 

ir storosios žarnos [177, 178] adenokarcinoma, bei sergančių mezotelioma ar 

kiaušidžių vėžiu [179]. Minėto gydymo metu tiek laisvai plaukiojančios 

vėžinės ląstelės, tiek ir pilvaplėvės paviršius yra veikiami aukštos 

temperatūros ir chemopreparato. Čia jau vien hipertermija gali veikti į ląstelių 

membranas, citoskeletą, mitochondrijas ir branduolį, bei jame vykstančius 

DNR reparacijos mechanizmus [180].  

Vėžinės ląstelės yra skirtingos tiek savo kilme, tiek genotipu, tiek ir fenotipu, 

todėl nėra logiška taikyti vienodą gydymą, visų tipų navikams ir klinikinėms 

situacijoms, kurias jie sukelia. Iki šiol gydymo parametrus ir rezultatus, tiek 

hipertermijos rėžimus, tiek ir chemopreparato pasirinkimą bei procedūros 

laiką, bei naviko tipą vertinti neįmanoma. Nėra konkrečių gydymo gairių, 

gydymo parametrai varijuoja priklausomai nuo ligoninės, kur jie taikomi. 

Šiame tyrime buvo pasirinktas 1 val. poveikio laikas, kaip dažniausiai 

naudojamas klinikinėje praktikoje,  o poveikio rezultatai buvo vertinami 

praėjus 48 val., nes turimais tyrimų duomenimis, tiriant dar vėlesniame 

laikotarpyje jokių pokyčių nebuvo pastebėta.  

Šiame tyrime buvo pasirinktos 3 skirtingų lokalizacijų virškinimo sistemos 

navikų ląstelių linijos. Žinant, kad to pačio vėžio tipo ląstelės tarpusavyje 

skiriasi tiek savo išskiriamais biožymenimis, funkcija, tiek ir apoptozės 

mechanizmais, bei kitais aspektais [181], tyrimo tikslas buvo geriau suprasti 

bendrą skrandžio, kasos ir storosios žarnos vėžinių ląstelių atsaką į 

hiperterminę chemoterapiją, bandant jį pagerinti. Vertinant literatūrą, tyrime 

naudojamos skrandžio (AGS) ir storosios žarnos (Caco-2) ląstelių linijos yra 

gana gerai ištirtos. Žinoma, kad AGS ląstelėse iš 516 tirtų genų, 40 iš jų – 

mutavę. Čia randamos tokios mutacijos kaip KRAS, WNK1 ir WNK2 [182]. 

Taip pat šios ląstelės išskiria padidintus HER-2, VEGF, EGFR biožymenų 
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kiekius [183]. Caco-2 nustatytos SMAD4 ir TP53 genų mutacijos. Taip pat 

išskiriamas padidėjęs ILF3 ir TIMP3 kiekis [184-186]. Labai mažai duomenų 

apie pasirinktą kasos vėžio ląstelių liniją – T3M4. Žinoma tik tiek, kad šiose 

ląstelėse nenustatyta mutacijų, tačiau išskiriami padidinti kiekiai įvairių 

augimo faktorių [187]. Vertinant HO-1 raišką skrandžio, kasos ir storosios 

žarnos vėžinėse ląstelėse, nustatomas panašus šio geno kiekis. HO-1 RNR 

kiekis sveikos storosios žarnos ląstelėse 3 kartus viršija kasos ir skrandžio 

sveikų ląstelių RNR kiekį [188, 189]. 

Eksperimentiškai nustatyti skirtumai tarp ląstelių linijų, vien tik hipertermijos 

poveikyje. Negana to, hipertermija didino kasos vėžinių ląstelių metabolinį 

aktyvumą. Tai galima būtų paaiškinti karščio indukuojamų baltymų 

aktyvacija. Guo Yang ir kt. tirdamas kasos vėžio ląsteles ir veikdamas 

gemcitabinu, stebėjo panašų rezultatą. Savo studijoje ištyrė, kad karščio 

indukuojami baltymai buvo aktyvuoti per ląstelės S fazės stabdymą ir 

apoptotinius mechanizmus [190]. Veikiant 43 ℃ hipertermija Caco-2 ir AGS 

ląstelių linijas, buvo stebimas ženklus metabolinio aktyvumo sumažėjimas. 

Kudo ir kt. tirdamas storosios žarnos vėžio - Colon 26 ląsteles, taip pat gavo 

panašius rezultatus [191]. Tiriant 2 val. 48 ℃ temperatūros poveikį Caco-2 

ląstelėms, nustatyta, kad metabolinis aktyvumas sumažėja 80 %, tačiau 

gyvybingų ląstelių išlieka [192]. Vertinant mūsų tyrimo rezultatus, veikiant 

Caco-2 ląsteles 1 val. 43 ℃ temperatūra, aktyvumas sumažėjo tik 14 %.  

Šiame tyrime cisplatina buvo pasirinkta, kaip darbinis chemopreparatas. 

Vertinant literatūroje skelbiamus rezultatus, cisplatina ir jos derivatai 

naudojami gydyti daugelį navikų. Tai taip pat stabilus ir plačiai naudojamas 

preparatas in vitro eksperimentuose.  

Vertinant bendrą hipertermijos ir cisplatinos poveikį, žinoma, kad aukšta 

temperatūra didina cisplatinos citotoksiškumą [193, 194]. Rui Tangas ir kt. 

tirdamas cisplatinos ir hipertermijos poveikį šešioms skrandžio vėžio ląstelių 

linijoms, nustatė sinergistinį poveikį tarp abiejų veiksnių [195]. Taip pat 

kombinuotas gydymas, skrandžio vėžio ląstelėse didino cisplatinos 

citotoksiškumą, apoptozės lygį ir MicroRNR-218 viduląstelinį kiekį [196]. 

Tuo tarpu mūsų tyrime, tik 43 ℃ temperatūra ir didesnė, kartu veikiant 

cisplatina veikė ląsteles, mažinant jų metabolinį aktyvumą. Ši poveikį 

vertinant izobologramų metodika AGS ląstelėse, stebėjome antagonizmą. 42 

℃ poveikis sumažino ląstelių aktyvumą net 33 %. Poveikio temperatūros 

skirtumas – 1 ℃, tačiau aktyvumo skirtumas labai ryškus. Šie rezultatai 
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parodo, kaip svarbu klinikinėje praktikoje parinkti tinkamą temperatūrą, nes 

poveikis gali būti atvirkščias negu tikėtasi. Temperatūra gali padidinti 

viduląstelinius procesus, taip mažindama cisplatinos citotoksiškumą. 

Vertinant apoptozę, kurią sukelia cisplatina AGS ląstelėse, nebuvo stebima 

jokio reikšmingo pokyčio, tačiau pridėjus hipertermijos (43 ℃) poveikį, 

apoptozės lygis padidėjo 61 %. Šie rezultatai įrodo, kad nevisais 

mechanizmais cisplatina ir temperatūra veikia antagonistiškai, kaip nustatyta 

izobologramomis.  

Analizuojant kitų autorių atliktus tyrimus ir vertinant storosios žarnos vėžio 

ląstelių atsaką į chemopreparatų ir hipertermijos poveikį, galima teigti, kad 

jis priklauso nuo pačių ląstelių tipo. Vertinant Colon 26 ląstelių atsaką vien 

tik į cisplatiną, buvo gautas geras atsakas – metabolinis aktyvumas sumažėjo 

[191], o hipertermija padidino citotoksiškumą [197]. Tai buvo patvirtinta ir 

kituose tyrimuose. CX-1 ląsteles veikiant 1 val. chemopreparatu ir 42 ℃ 

temperatūra, pastaroji stiprino citotoksiškumą [198]. Veikiant 41 ℃ ir 42 ℃ 

HCT116+ch2 (MMR-) ląsteles, nebuvo stebima jokio jos poveikio. 

Atvirkščiai, šios ląstelės tapo 1,42 karto atsparios cisplatinai [199]. Karščio 

indukuojamų baltymų sukeliama citoprotekcija, galėtų būti vienas iš tokių 

rezultatų paaiškinimų. Tuo tarpu mūsų tyrime hipertermija kartu su cisplatina 

nežymiai mažino Caco-2 ląstelių metabolinį aktyvumą, tačiau  26 % padidino 

apoptozės lygį. Tiriant aktyvumo rezultatus izobologramomis, stebėtas ~50 

% tirtų kombinacijų sinergistinis poveikis. Tyrimai su Caco-2 ląstelėmis, 

dalinai atkartoja AGS ląstelių rezultatus. Galima teigti, kad veikiant ląsteles 

tam tikromis cisplatinos ir temperatūros kombinacijomis, gydymo efektą 

galima pagerinti.  

Tiriant kasos vėžio ląsteles, autoriai nurodo, kad hipertermija gali padidinti 

gemcitabino citotoksiškumą, bei inicijuoti didesnį apoptozės lygį [200, 201]. 

Mūsų tyrimų rezultatai atskleidė, kad tik didesnė nei 43 ℃ temperatūra, kartu 

su cisplatina sąlygojo funkcinius ląstelių pokyčius. Titruojant cisplatiną, 

siekiant nustatyti IC50, buvo konstatuota, kad T3M4 ląstelės yra labai jautrios 

jos poveikiui. Cisplatina apoptozės lygį padidino net 3.4 karto, o temperatūra 

pakėlė dar 19 %. Vertinant skirtingas cisplatinos ir temperatūros 

kombinacijas izobologramomis, stebėta, panašūs rezultatai, kaip ir AGS 

ląstelėse. Dauguma kombinacijų buvo antagonistinės, ir tik keleto poveikis – 

adityvus. Vertinant bendrai šių ląstelių atsaką į kombinuota gydymą, galima 

teigti, kad AGS ir Caco-2 ląstelių rezultatai skyrėsi nuo T3M4. Loggie 
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Brainas ir kt. nurodo, kad kombinuotas gydymas efektyvesnis neagresyviems 

navikams [202].  

4.2 Energetiniai pokyčiai veikiant hipertermine chemoterapija 

Kitas šioje disertacijoje analizuojamas aspektas – kaip cisplatinos ir 

hipertermijos poveikis veikia ląstelių mitochondrijas ir jų kvėpavimo greitį. 

Yra žinoma, kad vėžinėse ląstelėse energijos gamyba mitochondrijose ir jų 

funkcija užima gana svarbią vietą, jas aprūpindamos energija ir sąlygojančios 

metabolinį aktyvumą ir proliferaciją. Cisplatina ir hipertermija įtakoja 

mitochondrijų veiklą, kuri keičia ląstelės gyvavimo procesus. Vertinant 

literatūroje pateiktus rezultatus, nėra susijusios informacijos su analizuojamų 

ląstelių energetiniais pokyčiais, jas veikiant cisplatinos ir hipertermijos 

kombinacija. Apibendrinant šio tyrimo energetinių eksperimentų rezultatus, 

galima teigti, kad vien tik cisplatina didina mitochondrijų vidinės membranos 

laidumą ir mažina energijos gamybą jose (mažėja kvėpavimo koeficientas). 

Tuo tarpu hipertermija didina tik AGS kvėpavimą. Caco-2 ir T3M4 ląstelėse 

pokyčių nestebima. Vertinant kombinacinį poveikį, nepastebėta, kad 

hipertermija didintų cisplatinos poveikį energetiniame lygmenyje. Šie 

rezultatai tik dar kartą įrodo, kad vienas svarbiausių aspektų – tinkamas 

ląstelių/naviko pasirinkimas šiam gydymui.  

Panašūs rezultatai yra aptariami ir kitų mokslininkų, tiriančių cisplatinos 

poveikį mitochondrijų funkcijai. Chosė Kustodio ir kt. tyrinėjo žiurkių 

kepenų mitochondrijas. Veikiant cisplatina, kurios koncentracija 20 

mmol/mg, buvo stebimas kalcio koncentracijos pokyčių sąlygotas 

mitochondrijų brinkimas, bei mitochondrijų membranos depoliarizacija. 40 

mmol/mg koncentracija stimuliavo mitochondrijų kvėpavimo antrą ir ketvirtą 

būseną, t.y. didino vidinės mitochondrijų membranos laidumą, mažindama 

trečiąją, substratu naudojant sukcinatą. Cisplatinos poveikis taip pat mažino 

kvėpavimo kontrolės koeficientą (VADP/V0) ir ADP fosforilinimą. Kustodio 

apibendrindamas savo tyrimo rezultatus teigia, kad cisplatina, didindama 

mitochondrijų vidinės membranos pralaidumą protonams, keičia jų 

bioenergetiką [203]. Bibiana Ortega-Dominges ir kt. tirdama žiurkių inkstų 

energetinius procesus vykstančius mitochondrijose, veikdama 5mg/kg 

cisplatina, pastebėjo 50 % sumažėjusį deguonies suvartojimą trečioje 

metabolinėje būsenoje (substratas glutamatas/malatas), tačiau jokių pokyčių 

nebuvo ketvirtoje. Taip pat 40 % sumažėjo kvėpavimo kontrolės koeficientas. 
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Autoriai nurodo, kad cisplatina slopino I kompleksą ir ATP sintazę, tačiau 

neveikė sukcinato oksidacijos trečioje metabolinėje būsenoje. Ketvirta 

metabolinė būsena cisplatinos poveikyje sumažėjo 28 %, o kvėpavimo 

kontrolės koeficientas – 20 % [204]. Kaip minėta anksčiau, energetinių 

tyrimų, vertinančių skrandžio kasos ar storosios žarnos vėžio ląsteles nėra 

daug. Tačiau tiriant stemplės vėžio ląsteles OE19, bei veikiant jas cisplatina 

ir 5-fluoruracilu, buvo pastebėta, jog šie medikamentai didina mitochondrijų 

membranos vientisumą [205]. Kirkas Tacka ir kt. tyrinėjo Jurkat ląsteles, 

kurias veikė 0 µM - 25 µM cisplatinos. Jis nepastebėjo jokių pokyčių 

viduląstelinio kvėpavimo procesuose praėjus 3 val. nuo poveikio pradžios. 

Tačiau praėjus 24 val. tiek ląstelių metabolinis aktyvumas, tiek ir deguonies 

suvartojimas mažėjo proporcingai didėjant cisplatinos koncentracijai. Įdomu 

tai, kad tokiomis pat sąlygomis veikiant jaučio širdies mitochondrijas, jokių 

pokyčių nebuvo [206].  

Taip pat buvo vertinta hipertermijos, bei hipertermijos ir cisplatinos 

poveikyje įtaka energetiniams procesams. Apibendrinus duomenis, galima 

teigti, jog hipertermija jokios įtakos nedarė nei Caco-2, nei T3M4 ląstelių 

energetikai. AGS ląstelių deguonies suvartojimas antroje metabolinėje 

būsenoje padidėjo, o kvėpavimo kontrolės koeficientas sumažėjo. Šie 

rezultatai sutampa su vien cisplatinos poveikio rezultatais, tik hipertermijos 

poveikis buvo 30 % mažesnis.  Vertinant viduląstelinio kvėpavimo atsaką į 

kombinuoto gydymo (cisplatina + hipertermija) poveikį, jokių akivaizdžių 

skirtumų nestebėta nei AGS, nei Caco-2 nei T3M4 ląstelėse.  

4.3 HO-1 ekspresijos ir funkcijos moduliacija kartu su hipertermija ir 

cisplatina 

 Veikiant cisplatina ir/ar hipertermija AGS, Caco-2 ir T3M4 ląsteles, bei 

tiriant HO-1 tiek geno tiek baltymo ekspresiją, galimą teigti, kad jos visos 

elgiasi skirtingai. AGS ląstelėse HO-1 kiekis ženkliau nekito RNR 

lygmenyje, nors hipertermija  jį kiek padidino. Baltymo koncentracija didėjo 

43  ℃ temperatūroje. Jokių RNR pokyčių nestebėta Caco-2 ląstelėse, todėl 

šios ląstelių linijos atsisakėme vykdydami HO-1 moduliacijos tyrimus. T3M4 

ląstelių HO-1 RNR kiekis buvo pats didžiausias iš tirtų ląstelių. Jis didėjo tik 

cisplatinos dėka, o baltymo lygmenyje cisplatina neįtakojo jokių ekspresijos 

pokyčių, o hipertermija ją ženkliai sumažino. Analizuojant šiuos rezultatus, 

nuspręsta HO-1 moduliaciją atlikti tik su skrandžio vėžio ląstelėmis.  
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Iš visų eksperimentuose naudotų ląstelių, T3M4 HO-1 kiekis buvo 

didžiausias. Kasos adenokarcinoma – agresyvesnė nei skrandžio ar storosios 

žarnos vėžys. Zao su bendraautoriais tirdamas kiaušidžių karcinomos ląsteles 

ir navikų audinius nustatė, kad kuo agresyvesnis navikas, tuo nustatoma 

didesnė HO-1 ekspresija. Taip pat buvo atrasta, kad HO-1 kiekis koreliuoja 

su ligos prognoze. Kuo daugiau šio baltymo, tuo prognozė blogesnė [207]. 

Ekspresijos nesutapimus tarp ląstelių linijų poveikio sąlygomis vertinti 

sunku. Tačiau žinant, kad vien to paties naviko ląstelės skiriasi tiek funkcija, 

tiek fenotipu,  o šiame tyrime vertintos skirtingų navikų ląstelės, toks 

nesutapimas tikrai įmanomas [181]. AGS ląstelių metabolinio aktyvumo ir 

apoptozės rezultatai išsiskyrė. HO-1 slopinimas, nedavė jokio efekto 

hipertermijoje, nors normotermijoje aktyvumas sumažėjo. HO-1 slopinimas 

siRNR apoptozę veikė tiek normotermijoje tiek ir hipertermijoje. Poveikis 

atitinkamai buvo 2,6 ir 6,5 karto geresnis nei kontrolėje. Panašu, kad nors 

ląstelės metabolinis aktyvumas pradinėse fazėse ir nesikeičia, tačiau stipriai 

inicijuojami apoptotiniai mechanizmai. Lv Ksinas ir kt. tirdamas gerklų vėžio 

ląsteles, stebėjo cisplatiną nežymiai didinant HO-1 kiekį. Papildomai šios 

ląstelės veiktos heminu – HO-1 aktyvatoriumi. Nustatyta, jog HO-1 kiekis 

stipriai padidėjo, kas sąlygojo apoptozę. Veikiant cinko protoporfirinu 

(ZnPPIX), HO-1 ekspresija mažėjo, kartu mažėjo ir apoptozės lygis [208]. 

Veikiant dirgikliui – cisplatinai, įjungiami ląsteles prieš oksidacinį stresą 

saugantys mechanizmai, įskaitant geležies jonus, anglies dvideginį ir 

biliverdiną [209]. HO-1 slopinimas mažino mitochondrijų kvėpavimo greitį 

skrandžio vėžio ląstelėse. Panašūs rezultatai gauti ir slopinant HO-1 

ekspresiją HEK293 ląstelėse [210]. Tiriant pelių hepatocitus išsiaiškinta, kad 

mitochondrijos išskiria hemo oksigenazę 2 (HO-2), o ne HO-1. Padidėjęs 

deguonies ir  aktyviųjų deguonies formų (ROS) suvartojimas buvo susijęs su 

pakitusiu HO-2 kiekiu. Šio geno ekspresija susijusi su HIF-1α ir JNK 

signaliniais keliais. Slopinant HO-1 ekspresiją jokių pokyčių nebuvo 

pastebėta. Užslopinus HO-2 ekspresiją pelėse, buvo skatinamas sisteminis 

uždegiminis organizmo atsakas, audinių hipoksija ir šokas [211].  

Alavo protoporfirinas, veikiant cisplatinai normotermijoje AGS metabolinio 

aktyvumo nekeitė, tačiau kartu veikiant hipertermijai – ląstelės buvo 

gyvybingesnės. Veikiant SnPP trečioje metabolinėje būsenoje kvėpavimo 

greitis mažėjo, taip pat sumažėjo ir kvėpavimo kontrolės koeficientas. 

Waltzas su bendraautoriais tirdami oksigenazių įtaka hepatocitams, 

hemoraginio šoko metu, nustatė, kad tiek HO-1 siRNR tiek ir SnPP, vienodai 
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slopino HO-1 [211]. Hooda ir kt. vertindami plaučių vėžio ląstelių 

energetinius procesus, nustatė, kad slopinant hemo biosintezę, mažėjo 

deguonies suvartojimas, ląstelių proliferacija bei kolonijų formavimas [212]. 

Pibiri ir kt. slopindami HO-1 funkciją SnPP, nustatė, kad sumažėjusi HO-1 

raiška, skatino hepatocitų regeneraciją, didino uždegiminių mediatorių raišką 

[213]. Converso ir kt. veikdami SnPP žiurkių mitochondrijas, nenustatė jokių 

pokyčių trečioje ir ketvirtoje metabolinėse būsenose [214]. Tiriant HO-1 

raišką ir funkciją Mycobacterium abscessus  bakterijose, nustatyta, kad 

padidėjęs biliverdino ir bilirubino kiekis naikino SnPP funkcijos slopinimą 

per intraląstelinį ROS kiekį [215]. Šių autorių rezultatai dalinai sutampa su 

disertacijos, tačiau pastarojoje, energetinių procesų pokyčiai nebuvo tokie 

akivaizdūs.   
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IŠVADOS 

1. Cisplatina veikiamos skirtingos vėžinės ląstelės į hipertermiją reagavo 

nevienodai, tačiau 42 ℃ - 43 ℃  intervale stebėtas metabolinio aktyvumo 

padidėjimas skrandžio ir kasos vėžio ląstelių linijose. Matematiniame 

modelyje, daugelyje cisplatinos ir hipertermijos poveikio kombinacijų 

nustatytas antagonizmas.  

2. Hipertermija didino cisplatinos koncentraciją tirtose ląstelių linijose. 

Didžiausias hipertermijos sukeltas viduląstelinės cisplatinos 

koncentracijos padidėjimas stebėtas skrandžio vėžio ląstelėse.  

3. Hipertermija turėjo didžiausią įtaką cisplatina paveiktų kasos vėžio 

ląstelių apoptozei. Hipertermija didino kasos vėžio, o cisplatina – 

skrandžio vėžio ląstelių mitochondrijų kvėpavimo greitį. Kombinuotas 

cisplatinos ir hipertermijos poveikis kvėpavimo greičiui įtakos neturėjo 

nei vienoje ląstelių linijoje. 

4. Tik skrandžio vėžio ląstelėse stebimas hipertermijos sukeltas HO-1 

baltymo ekspresijos padidėjimas. Slopinant HO-1 ekspresiją, aktyvėjo 

apoptozė ir mažėjo kvėpavimo greitis. Slopinant HO-1 funkciją, stebėta 

tendencija didinti metabolinį aktyvumą, skatinti apoptotinius procesus, 

bei viduląstelinio kvėpavimo III metabolinės būsenos aktyvumą. 
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 PRAKTINĖS REKOMENDACIJOS 

Hipertermine chemoterapija gydant skirtingus intraperitoniškai išplitusius 

navikus, turėtų būti pasirinktas atitinkamas hipertermijos lygis, tačiau jis 

neturėtų būti žemesnis nei 43 ℃. Priešingu atveju gali būti skatinamas 

metabolinis aktyvumas ir aktyvuojama HO-1 baltymo sintezė, siekiant 

apsaugoti vėžines ląsteles. Slopinant HO-1 funkciją ar raišką galima gerinti 

atsaką į hipertermiją ir chemoterapiją.    
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SUMMARY 

INTRODUCTION 

Cancer is one of the leading causes of death, worldwide. The most 

commonly diagnosed malignant diseases are gastric, pancreatic and 

colorectal cancer [1]. Rarely they are diagnosed in early cases. Usually the 

diagnosis is set, when the tumor is already disseminated into the peritoneal 

cavity [2]. Median survival time for patients with colorectal carcinomatosis  

is from 3 to 6 months [2], pancreatic – 7 months [3]. Untreated patients with 

carcinomatosis of gastric cancer origin approximately survive for 2 months 

[4]. Chemotherapy prolongs survival time and is the main treatment option 

for intraperitoneally disseminated gastrointestinal cancer [5, 6]. Hiperthermic 

intraperitoneal chemotherapy (HIPEC) is used for treatment of peritoneal 

carcinomatosis [7-9]. During the procedure, heated chemotherapy drug is 

introduced into abdominal cavity. It is thought that high temperature should 

improve penetration of the drug into the tissue [10]. Treatment of peritoneal 

carcinomatosis can be applied using only HIPEC, or HIPEC with 

cytoreductive surgery, when macroscopically seen tumors are removed in a 

surgical manner [11, 12]. 

The usage of high chemotherapy concentration is advantage of HIPEC 

against intravenous chemotherapy, where treatment concentrations are low. 

In HIPEC, plasma-peritoneal barrier does not let the drug to enter a 

bloodstream and protects against its toxicity. High temperature itself plays a 

cytotoxic role and initiates apoptotic mechanisms [13-16]. 

The choice of HIPEC chemotherapy drug depends on primary tumor type, 

hospital where the treatment is given and other aspects. Cisplatin, oxaliplatin 

and mitomycin C are the most common drugs, used in the treatment [17]. 

Temperature regimen and time of the procedure varies, depending on the 

hospital where treatment is been given [18]. It is very hard to evaluate the 

results of the treatment, when settings of the procedure differ. Trials show 

benefit of HIPEC, which prolongs survival time [6]. While comparing 

cytoreduction with cytoreduction accompanied by HIPEC, there are studies, 

where no benefits of hyperthermic chemotherapy are found [19]. Having 

controversial results, scientists are seeking for new treatment approaches, that 

could improve HIPEC [20]. 
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Heat-induced proteins protect cells by many triggers. Increase of these 

substances are induced by heat, chemotherapy drugs, UV light and others [21-

24]. For past two decades Heme oxygenase – 1 (HO-1) is known as a 

cytoprotective heat-induced protein. Increased levels of HO-1 are found in 

cancer cells. It reacts to chemotherapy induced oxidative stress, induces 

proliferation and suppresses apoptosis and autophagy [28-30]. Due to HO-1 

cellular role, scientists try to gain better cellular response to chemotherapy, 

by suppressing its function. This suppression enhances response to 

chemotherapy by cellular microenvironment and immune system [31]. Tin 

protoporphyrin (SnPP) is known as a HO-1 suppressing substance, which 

increases cytotoxicity of chemotherapy [32]. 

Number of studies, evaluating cellular response to combined hyperthermia 

and chemotherapy has been performed [33, 34]. There is no data about 

different gastrointestinal tract tumor cell response to combined treatment. It 

is still unclear if suppression of heat-induced protein function, can enhance 

the effect of hyperthermia and chemotherapy. 

Aim of the study 

To evaluate the response of gastrointestinal system (gastric, pancreatic and 

colorectal) tumor cells to hyperthermia and cisplatin treatment and to analyze 

the influence of HO-1 modulation to these processes in vitro.  

Objectives of the study 

1. To evaluate the changes in metabolic activity of gastric, pancreatic 

and colorectal cancer cells, after hyperthermia and cisplatin 

treatment. 

2. To evaluate if hyperthermia influences intracellular cisplatin 

concentration of gastric, pancreatic and colorectal cancer cells. 

3. To evaluate the changes in apoptosis and intracellular oxygen 

consumption of gastric, pancreatic and colorectal cancer cells, after 

hyperthermia and/or cisplatin treatment. 

4. To evaluate the changes in metabolic activity, apoptosis and 

intracellular oxygen consumption after HO-1 modulation in 

hyperthermia and cisplatin treated cancer cells.  
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Novelty of the study 

Nowadays, gastrointestinal cancer can be detected at early stages, due to 

innovative diagnostics. Still there are a lot of cases when cancer has already 

spread to peritoneal surface. In such case, surgical treatment is not affective 

and systemic treatment – chemotherapy is administered for the patient [35-

37]. Another option is – hyperthermal intraoperative chemotherapy (HIPEC). 

It is known to prolong patient survival [6]. Controversary data is also present, 

where HIPEC shows no benefit in peritoneally disseminating gastrointestinal 

cancer treatment [19]. It is nearly impossible to evaluate results of the 

treatment, due to various treatment options as different timing of the 

procedure, various temperature regimens and chemotherapy drugs, as well 

different criteria of patient recruitment [38]. 

Not many studies that evaluate impact of HIPEC to the cells are performed. 

Mostly they are backed up by apoptosis or metabolic activity data only.  Until 

now, the mechanisms influencing cellular response to hyperthermia and 

chemotherapy treatment are not clear. It is known that hyperthermia enhances 

cisplatin cytotoxic effects not equally for all cancer cells. There are no studies, 

evaluating different gastrointestinal cancer cell response to HIPEC in a 

manner of metabolic activity, apoptosis, intracellular cisplatin concentration 

and mitochondria respiration rate change.  

While the basic results of cellular response to HIPEC vary, new 

approaches, which could enhance this treatment are needed [20]. Heat-

induced proteins are known to have cytoprotective function. Cells 

overexpress these substances due to environmental triggers as chemotherapy 

and hyperthermia. Heat-induced proteins are found overexpressed in cancer 

cells too. Heme oxygenase 1 (HO-1) is known as heat-induced protein, which 

is responsible for resistance to chemotherapy and cellular protection against 

the hyperthermia. In this study, HO-1 is selected as a potential target, because 

its cellular expression increases due to hyperthermia and cisplatin treatment. 

Until now it is not clear if downregulation of HO-1 can benefit in 

hyperthermia and chemotherapy treatment.  
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METHODS 

Cancer cells and the experiment 

AGS (gastric adenocarcinoma), T3M4 (pancreatic adenocarcinoma) and 

Caco-2 (colorectal adenocarcinoma) cells were selected. They were 

cultivated in RPMI media, containing FBS and 1 % penicillin/streptomycin. 

Cells were kept in humid incubator at 37 ℃ and 5 % CO2. The experiment 

can be separated into 2 parts. In the first part (HO-1 is not modulated) cells 

were incubated for 24 hours, then they were treated with IC50 of cisplatin and 

temperature.  Temperature range was: 37 ℃ (control), 38 ℃, 39 ℃, 40 ℃, 

41 ℃, 42 ℃, 43 ℃, 44 ℃ ir 45 ℃. Cisplatin and temperature treatment was 

performed separately or in combination. To mimic HIPEC timing, cells were 

treated for one hour. Then the media was washed away, and new growing 

media was administered. Immediately after experiment intracellular 

concentration of cisplatin was measured. 48 hours after experiment MTT, 

apoptosis, respiration rate and HO-1 expression evaluations were conducted. 

In the second part of experiment (modulation of HO-1) HO-1 silencing RNA 

(siRNA) was incorporated or cells were treated with tin protoporphyrin 

(SnPP). After 72 hours cells were treated with cisplatin IC50 in normothermia 

(37 ℃) and hyperthermia (43 ℃) for one hour. Media was changed and cells 

were kept for 48 hours. Then the results of the treatment were evaluated by 

the means of apoptosis, metabolic activity, expression and respiration rate. 

MTT 

Cells were incubated for 4 hours at 37 ℃ with 5mg/ml MTT reagent. Then 

the media was changed and DMSO was added. The absorbance read was 

performed at 570 nm and 650 nm using Sunrise spectrophotometer.  

Isobolograms 

Isobologram analysis was performed using MTT data, to identify the limits 

of the additivity action of hyperthermia and cisplatin treatment. Selected 

temperature data points were: 38 ℃, 39 ℃, 40 ℃, 41 ℃, 42 ℃, 43 ℃, 44 

℃, ir 45 ℃. Cisplatin data points were: 25 μmol/L, 50 μmol/L, 100 μmol/L, 

200 μmol/L, ir 400 μmol/L. Points for combined treatment analysis were: 39 

℃ + 50 μmol/L; 39 ℃ + 100 μmol/L; 39 ℃ + 200 μmol/L; 40 ℃ + 50 

μmol/L; 40 ℃ + 100 μmol/L; 40 ℃ + 200 µmol/L; 41 ℃ + 50 μmol/L; 41 ℃ 

+ 100 μmol/L; 41 ℃ + 200 μmol/L; 42 ℃ + 50 μmol/L; 42 ℃ + 100 μmol/L; 
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42 ℃ + 200 μmol/L; 43 ℃ + 50 μmol/L; 43 ℃ + 100 μmol/L; 43 ℃ + 200 

μmol/L; 44 ℃ + 50 μmol/L; 44 ℃ + 100 μmol/L and 44 ℃ + 200 μmol/L. 

Chou median equation was used to analyze the data [172]. 

Flow cytometry 

48 hours after experiment, changes in apoptosis rate were determined by 

flow cytometer Guava Nexin Annexin V assay. Procedures were performed 

according manufacturer’s requirements. Measurements were performed using 

Guava PCA Flow cytometer and CytoSoft software.  

Western blot 

Lysates were prepared using lysis buffer which contains protease 

inhibitors. 50 μg of protein samples were set into 4–12% SDS-PAGE and 

transferred on PVDF membranes using 30 V for 50 min. Later membranes 

were blocked using a blocking buffer at room temperature and incubated with 

primary antibodies: rabbit anti-HO-1 (dilution 1:2,000) and mouse anti-

GAPDH (dilution 1:1,000) at 4°C overnight. Next day membranes were 

incubated with anti-rabbit/mouse secondary antibodies for 1 hour at room 

temperature. Using a chemiluminescence substrate and ChemiDoc imaging 

system results were visualized. ImageJ software was used for quantification.  

PCR 

Sample RNA was extracted using PureLink RNA Mini kit and verified for 

purity using ultraviolet spectrophotometry. Super Script Vilo Master Mix 

with 2 µg of RNA was used to generate cDNA. Thermocycling conditions 

were selected as following: initial step at 95°C for 10 min, denaturation -  

95°C for 15 sec, annealing/extending - 60°C for 1 min (40 cycles), and final 

extension step at 72°C for 2 min. HO-1 primers were: forward, 5′-

TGCTCAACATCCAGCTCTTTGAGGA-3′; and reverse, 5′-

CAGGCAGAGAATGCTGAGTTC-3′. All products were loaded to agarose 

gel. Ethidium bromide and UV light were used for visualization.  

Intracellular cisplatin concentration 

Cell lysate samples were diluted ten times immediately after experiment. 

Concentration of intracellular cisplatin was analyzed by mass spectrometer 

(ICP-MS) NexION™ 300D. The calibration graphs of Platinum were 
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prepared in the range of 0-50 ng/mL using Pure Plus 10 mg/L Multi-Element 

calibration standard 4.  

siRNA HO-1 silencing 

HO-1 small interfering RNA were sense 5′-

UGAACACUCUGGAGAUGAC-3′, and antisense 5′-

GUCAUCUCCAGAGUGUCCA-3′ and AllStars Negative Control siRNA; 

sense 5′-UUCUCCGAACGUGUCACGU-3′ and antisense 5′-

ACGUGACACGUUCGGAGAA-3′). Lipofectamine® and Opti-MEM™ 

media were used as described by manufacturer. The efficiency of transfection 

was verified using BLOCK-iT Alexa Fluor. Western blot was used to 

determine the efficiency of the knockdown.  

HO-1 inhibition by tin protoporphyrin (SnPP) 

72 hours before cisplatin ant hyperthermia treatment, cells were affected 

by 20 nM of SnPP. Cell media was changed after 1 hour and cells were kept 

in normal conditions.  

Measurement of mitochondrial respiration rate 

Oxygraph-2 k was used to measure mitochondrial oxygen consumption. 

Measurements were performed at 37 ℃ medium containing 0.5 mmol/l 

EGTA, 3 mmol/l MgCl2, 60 mmol/l K-lactobionate, 20 mmol/l taurine, 10 

mmol/l KH2PO4, 20 mmol/l HEPES, 110 mmol/l sucrose. Digitonin (8 

mg/ml) was used to permeabilize cellular membrane. State 2 respiration rate 

(V0), was measured with addition of substrate 5 mmol/l glutamate and 2 

mmol/l malate. State 3 respiration rate (VADP) was measured with addition of 

1 mmol/l ADP. Respiratory control index was calculated as a ratio: VADP/ V0. 

Datlab 5 software was used for data analysis.  

Statistical analysis 

SPSS statistics (version 21.0) and GraphPad was used for data analysis and 

visualization. Mann-Whitney and One-Way ANOVA tests were used to 

determine the difference between the groups. Data in figures is shown as 

average ± standard deviation of three independent experiments. P<0,05 is set 

as a statistically significant value.  
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RESULTS 

The influence of temperature and cisplatin treatment to metabolic 

activity 

Increasing temperature adequately reduced metabolic activity in AGS cells 

which were the most sensitive to hyperthermia. In Caco-2 cells activity was 

reduced at 43 ℃ and 44 ℃. T3M4 metabolic activity was reduced at 42 ℃. 

Higher temperatures in T3M4 and Caco-2 cells did not influence cellular 

activity and it was like control (37 ℃). Cisplatin induced metabolic activity 

in all cancer cell lines. Pancreatic cancer cells were the most sensitive to the 

treatment. IC50 dose was determined for all cell lines according metabolic 

activity data. IC50 of gastric cancer cells was 182 μmol/l, colorectal cancer – 

194 μmol/l and pancreatic cancer – 48 μmol/l.  

Particular IC50 doses together with temperature were used to determine the 

effect of combined treatment. All cell lines reacted in different manner. 

Temperature range from 37 ℃ to 41 ℃ had no effect to cisplatin cytotoxicity. 

Interestingly, metabolic activity peaks were observed in gastric and 

pancreatic cancer cell lines. In AGS cells metabolic activity was increased by 

33 % (as compared to 37 ℃) at 42 ℃, in T3M4 by 32 % at 42 ℃.  

Isobolograms were constructed to evaluate if the combined hyperthermia and 

cisplatin treatment is synergistic, antagonistic or additive. All analyzed data 

points were antagonistic for AGS cells. For Caco-2 cells it was: synergistic 

(at 40 ℃ with 50 μmol/L and 100 μmol/L of cisplatin, at 43 ℃ with 50 

μmol/L, 100 μmol/L, and 200 μmol/L cisplatin, at 44 ℃ with 50 μmol/L , 100 

μmol/L, and 200 μmol/L of cisplatin), additive (at 39 ℃ with 100 μmol/L of 

cisplatin, at 41 ℃ with 100 μmol/L cisplatin, and at 42 ℃ with 50 μmol/L 

and 100 μmol/L of cisplatin), and antagonistic (at 39 ℃ with 200 μmol/L of 

cisplatin, at 40 ℃ with 200 μmol/L cisplatin, at 41 ℃ with 50 μmol/L and 

200 μmol/L cisplatin, and at 42 ℃ with 200 μmol/L of cisplatin). For T3M4 

cells it was additive (at 41 ℃ with 200 μmol/L cisplatin, at 42 ℃ with 50 

μmol/L cisplatin, and at 44 ℃ with 100 μmol/L and 200 μmol/L of cisplatin) 

and all other evaluated data points were antagonistic.  

Intracellular cisplatin concentration 

Immediately after cisplatin and hyperthermia exposure, cells were 

analyzed for changes in intracellular cisplatin concentration. We selected two 
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temperature regimens: normothermia (37 ℃) and hyperthermia (43 ℃). 

Hyperthermia increased intracellular cisplatin concentration in gastric, 

pancreatic and colorectal cancer cell lines by 30 %, 20 % and 18 % 

respectively.  

The influence of temperature and cisplatin treatment to apoptosis 

and mitochondrial respiration rate 

Flow cytometry was performed to evaluate the rates of early apoptosis. 

Cisplatin induced apoptosis in Caco-2 and T3M4 cells by 1,5 and 3,4-fold 

respectively. Hyperthermia boosted this affect by 20 % and 19 % 

respectively. In AGS cells cisplatin did not increase the apoptosis rate 

significantly, but hyperthermia increased this rate by 61 %.  

Mitochondrial respiration rate was measured using glutamate/malate as 

substrates. Mitochondrial state 2 (V0 – substrate glutamate/malate) and state 

3 (VADP – 1mM ADP) were evaluated. Cisplatin increased V0 and VADP in 

T3M4 cells by 2,34-fold and 37 % significantly. Temperature increased V0 

and VADP respiratory rates by 1,64-fold and 30 %. We observed no significant 

changes while evaluating combined temperature and cisplatin treatment 

influence to mitochondrial respiration rate, except hyperthermia significantly 

increased cisplatin effect for Caco-2 cells in VADP. 

HO-1 modulation and its influence on the cells 

Results of HO-1 RNA and protein expression differed. Hyperthermia 

slightly increased RNA levels in AGS cells. In T3M4 cells we observed 

cisplatin determined increase of HO-1 RNA level.  There were no 

hyperthermia/cisplatin induced RNA changes in Caco-2 cells. Due to RNA 

expression results, only AGS and T3M4 cells were selected for HO-1 protein 

expression evaluation. Hyperthermia significantly increased HO-1 expression 

in AGS cells only. For further HO-1 experiments gastric cancer cell line was 

selected.  

Treating with cisplatin and hyperthermia, we induced HO-1 expression by 

siRNA. Metabolic activity decreased by 16 % and apoptosis increased by 

2,63-fold in cisplatin treated, HO-1 silenced cells in normothermia. 

Hyperthermal conditions increased this result by 6,5-fold. HO-1 knockdown 

decreased mitochondrial state 2 and 3 respiration rates by 21 % and 19 % 

significantly. Suppressing HO-1 function by SnPP in hyperthermia, tended to 
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increase metabolic activity of cisplatin treated cells by 1,7-fold. No 

significant SnPP induced changes were observed in apoptosis. Suppression 

of HO-1 function, reduced mitochondrial state 2 and 3 respiration rates by 13 

% and 49 % significantly. 

CONCLUSIONS 

1. Response of different cells to hyperthermia was uneven, but at the 

interval of 42 ℃ - 43 ℃, gastric and pancreatic cancer cells had a peak 

in metabolic activity. Mathematic antagonism is determined in most of 

hyperthermia and cisplatin treatment combinations.  

2. Cisplatin concentration was elevated by hyperthermia in all cancer 

cells. The highest hyperthermia induced cisplatin concentration was 

observed in gastric cancer cells.  

3. Hyperthermia mostly influenced apoptosis for cisplatin treated 

pancreatic cancer cells. Mitochondrial respiration rate was increased 

by hyperthermia in pancreatic cancer cells and by cisplatin, in gastric 

cancer cells. Combined treatment of hyperthermia and cisplatin had no 

significant influence on mitochondrial oxygen consumption.  

4. Hyperthermia induced HO-1 protein overexpression was observed in 

gastric cancer cells only. HO-1 RNA silencing increased apoptosis rate 

and decreased mitochondrial oxygen consumption. By suppressing the 

HO-1 function, metabolic activity and apoptosis rates tended to 

increase, also mitochondrial state 3 respiration rate increased.  

PRACTICAL RECOMMENDATIONS 

Right temperature regimens need to be chosen, while using hyperthermia 

and chemotherapy for intraperitoneally disseminating cancer treatment. The 

temperature should not be lower than 43 ℃. Otherwise metabolic activity and 

HO-1 protein expression can increase due to cellular self-protection. The 

cellular response to hyperthermia and chemotherapy can be improved by  

HO-1 suppression.  
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