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1 Introduction 

1.1 General background 

T o d a y , t h e r e a r e m a n y d i s e a s e s t h a t p e o p l e c a n s u c c e s s f u l l y t r e a t a n d c u r e . H o w e v e r , t h e r e a r e 

s t i l l s o m e cases w h e r e c o m p l e t e c u r i n g i s a n e x c e p t i o n r a t h e r t h a n a r u l e . C a n c e r t h e r a p y o f t e n 

r e p r e s e n t s e x a c t l y t h i s c a s e . D e s p i t e t h e e x t e n s i v e k n o w l e d g e i n t h e f i e l d , s u c c e s s f u l t r e a t m e n t 

i s s t i l l v e r y c h a l l e n g i n g . O n e o f t h e r e a s o n s b e h i n d i t i s t h e l a r g e v a r i a b i l i t y t h a t c a n c e r 

p r e s e n t s . A n o t h e r r e a s o n i s t h e n u m b e r o f s o p h i s t i c a t e d m e c h a n i s m s c a n c e r u s e s t o a v o i d a n d 

s u r v i v e a n y t r e a t m e n t . 

T h r o u g h o u t p r o g r e s s i o n , c a n c e r c a n u n d e r g o v a r i o u s g e n e t i c a n d e p i g e n e t i c c h a n g e s , 

a l l o w i n g i t t o p r o l i f e r a t e a n d t a k e c o n t r o l o f t h e t r e a t m e n t t h a t i s a p p l i e d . M o r e o v e r , c a n c e r 

c e l l s a r e g e n e r a l l y c h a r a c t e r i z e d b y a n u m b e r o f h a l l m a r k s t h a t a l l o w t u m o r g r o w t h a n d 

m e t a s t a s i s . U n l i k e n o r m a l c e l l s a n d t i s s u e s , c a n c e r c e l l s , f o r e x a m p l e , a r e k n o w n t o s u s t a i n 

p r o l i f e r a t i v e s i g n a l s w h i c h a l l o w t h e m t o p r o l i f e r a t e u n c o n t r o l l a b l y [ 3 6 ] . F u r t h e r m o r e , m a n y 

g e n e s t h a t n e g a t i v e l y r e g u l a t e c e l l p r o l i f e r a t i o n a r e i n a c t i v e i n c a n c e r c e l l s . T h u s , c a n c e r c e l l s 

a r e k n o w n t o e v a d e g r o w t h s u p p r e s s o r s [ 3 6 ] . 

I n a d d i t i o n , c a n c e r c e l l s c a n d e r e g u l a t e c e l l d e a t h b y r e s i s t i n g a p o p t o s i s . T h e h a l l m a r k 

i s q u i t e s i g n i f i c a n t b e c a u s e i t c a n g i v e c a n c e r c e l l s r e s i s t a n c e t o m a n y t h e r a p e u t i c a g e n t s t h a t 

k i l l c e l l s b y i n d u c i n g a p o p t o s i s i n t h e m [ 2 ] . B e s i d e s t h a t , u n l i k e n o r m a l c e l l s , c a n c e r c e l l s w e r e 

s h o w n t o u p r e g u l a t e t e l o m e r a s e w h i c h p r e v e n t s t e l o m e r e s h o r t e n i n g [ 1 5 ] . T h i s a b i l i t y a l l o w s 

c a n c e r c e l l s t o a v o i d s e n e s c e n c e a n d g o t h r o u g h a n u n l i m i t e d n u m b e r o f c e l l d i v i s i o n c y c l e s . 

[ 1 5 , 3 6 ] . 

A n o t h e r s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n c a n c e r a n d n o r m a l c e l l s i s t h e a b i l i t y o f c a n c e r 

c e l l s t o f o r m m e t a s t a s e s a n d i n v a d e o t h e r t i s s u e s . T h i s h a l l m a r k i s p a r t i c u l a r l y i m p o r t a n t 

b e c a u s e m e t a s t a s i s i s t h e p r i m a r y c a u s e o f c a n c e r - r e l a t e d d e a t h s [ 2 5 ] . F u r t h e r m o r e , e a c h 

o r g a n i s m i s d i f f e r e n t a n d u n i q u e a n d t h u s g i v e s a d i f f e r e n t r e s p o n s e t o t h e s a m e t r e a t m e n t . 

T h e r e f o r e , t h i s c o m p l e x d i s e a s e r e m a i n s a t o p i c o f i n t e r e s t f o r m a n y r e s e a r c h e r s . I n t h i s t h e s i s , 

I w o u l d l i k e t o g i v e a n o v e r v i e w o f t h e b a s i c k n o w l e d g e o f t h e t o p i c t h a t i s k n o w n a n d t h a t i s 

n o t . 

1.2 Immune system in cancer immunotherapy 

T h e r e a r e s e v e r a l w a y s i n c a n c e r t h e r a p y : s u r g e r y , r a d i a t i o n t h e r a p y , c h e m o t h e r a p y , 

i m m u n o t h e r a p y , a n d a c o m b i n a t i o n o f p r e v i o u s l y s t a t e d a p p r o a c h e s . D i s c o v e r e d i n 1 8 9 1 b y 

D r . W i l l i a m C o l e y , i m m u n o t h e r a p y r e m a i n s t h e l e a s t s t u d i e d a n d m o s t p r o m i s i n g a p p r o a c h t o 
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t r e a t i n g c a n c e r [ 1 , 7 7 ] . T h e a p p r o a c h ( i m m u n o t h e r a p y ) i s b a s e d o n t h e s t i m u l a t i o n a n d 

t a r g e t i n g o f t h e i m m u n e s y s t e m , w h i c h i n t u r n r e s u l t s i n t h e e l i m i n a t i o n o f p a t h o g e n i c c e l l s , 

i n c l u d i n g c a n c e r c e l l s [ 5 9 ] . D e p e n d i n g o n t h e m e c h a n i s m o f a c t i o n a n d t h e t y p e s o f c e l l s 

i n c l u d e d , t h e i m m u n e s y s t e m c a n b e d i v i d e d i n t o i n n a t e i m m u n i t y a n d a d a p t i v e i m m u n i t y [ 6 ] . 

1.3 Innate immunity: fast and general defense 

T h e i n n a t e i m m u n e r e s p o n s e i n v o l v e s a s e t o f d i f f e r e n t m e c h a n i s m s t h a t b e g i n t o a c t 

i m m e d i a t e l y ( w i t h i n m i n u t e s o r h o u r s ) a f t e r t h e p a t h o g e n i s i n v a d e d [ 5 1 ] . U n l i k e a d a p t i v e 

i m m u n i t y , i n n a t e i m m u n i t y p r o v i d e s a g e n e r a l d e f e n s e ( n o n s p e c i f i c ) a n d i n c l u d e s a l m o s t a n y 

c e l l t y p e [ 6 ] . I t c a n b e d i v i d e d i n t o f o u r m a i n b a r r i e r s : p h y s i c a l b a r r i e r s ( e . g . , e p i t h e l i a l s u r f a c e , 

m u c u s l a y e r ) , p h y s i o l o g i c a l ( t e m p e r a t u r e , l o w p H i n t h e s t o m a c h ) , e n d o c y t i c a n d p h a g o c y t i c , 

a n d i n f l a m m a t o r y [ 2 6 , 5 1 ] . 

C e l l s i n v o l v e d i n t h e i n n a t e i m m u n e r e s p o n s e c a n r e c o g n i z e p a t h o g e n i c c e l l s u s i n g 

p a t t e r n r e c o g n i t i o n r e c e p t o r s ( P R R s ) t h a t d e t e c t r e p e a t i n g p a t t e r n s t h a t a r e c a l l e d p a t h o g e n -

a s s o c i a t e d m o l e c u l a r p a t t e r n s ( P A M P s ) [ 6 , 5 1 ] . F u r t h e r m o r e , P R R s a l s o d e t e c t t h e p r e s e n c e 

o f m o l e c u l e s c a l l e d d a m a g e - a s s o c i a t e d m o l e c u l a r p a t t e r n s ( D A M P s ) , w h i c h h a v e a n 

e n d o g e n o u s o r i g i n a n d r e s u l t f r o m d a m a g e d c e l l s [ 7 1 ] . 

T o d a y , f o u r d i f f e r e n t t y p e s o f P R R s h a v e b e e n r e c o g n i z e d , i n c l u d i n g T o l l - l i k e 

r e c e p t o r s ( T L R s ) a n d C - t y p e l e c t i n r e c e p t o r s ( C L R s ) , w h i c h a r e t r a n s m e m b r a n e p r o t e i n s a n d 

c y t o p l a s m i c p r o t e i n s s u c h as R e t i n o i c a c i d - i n d u c i b l e g e n e ( R I G ) - I - l i k e r e c e p t o r s ( R L R s ) a n d 

N O D - l i k e r e c e p t o r s ( N L R s ) [ 7 1 ] . T r a n s m e m b r a n e P R R s c a n b e l o c a t e d w i t h i n t h e p l a s m a 

m e m b r a n e o r t h e e n d o l y s o s o m a l s y s t e m . T h e s e P R R s c a n b e f o u n d i n v a r i o u s t y p e s o f c e l l s , 

i n c l u d i n g n o n - p r o f e s s i o n a l i m m u n e c e l l s . 

1.4 The role of T L R s in immune response 

A l l P R R s r e c o g n i z e d i s t i n c t l i g a n d s . F o r e x a m p l e , m a m m a l s e x p r e s s a t l e a s t t e n d i f f e r e n t 

T L R s t h a t r e c o g n i z e m o l e c u l a r p a t t e r n s s u c h as l i p o p r o t e i n s , d o u b l e - s t r a n d e d R N A ( d s R N A ) , 

s i n g l e - s t r a n d e d R N A ( s s R N A ) ( F i g u r e 1 ) , a n d o t h e r l i g a n d s [ 7 1 ] . S o m e T L R s c a n r e c o g n i z e 

m o r e t h a n o n e l i g a n d , a n d s o m e o f t h e m c a n f o r m h e t e r o c o m p l e x e s w i t h o t h e r T L R s [ 1 4 ] . 

T h a t c o n s i d e r a b l y e x p a n d s t h e r e p e r t o i r e o f m o l e c u l a r p a t t e r n s t h a t c a n b e d e t e c t e d . A c t i v a t i o n 

o f t h e s e r e c e p t o r s r e s u l t s i n t h e p r o d u c t i o n o f e x t r a c e l l u l a r s i g n a l m o l e c u l e s t h a t i n d u c e a n 

i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e [ 6 ] . I n f l a m m a t i o n c a n b e d e f i n e d as a r e s p o n s e o f t h e o r g a n i s m t o 

n o x i o u s a n d p o t e n t i a l l y d a n g e r o u s c o n d i t i o n s t h a t i n c l u d e t i s s u e i n j u r y a n d i n f e c t i o n [ 5 6 ] . I t 

c a n o f t e n b e c h a r a c t e r i z e d as r e d n e s s , s w e l l i n g , h e a t , o r p a i n . B l o o d v e s s e l s b e c o m e 

p e r m e a b l e , a l l o w i n g i m m u n e c e l l s , s u c h as n e u t r o p h i l s , t o e s c a p e t o i n f l a m e d a r e a s w h e r e t h e y 
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f i g h t p a t h o g e n s [ 5 5 ] . T h e s i g n a l m o l e c u l e s , w h i c h a r e p r o d u c e d u p o n a c t i v a t i o n o f P R R s , 

i n c l u d e p r o i n f l a m m a t o r y c y t o k i n e s , t y p e I i n t e r f e r o n s ( I F N s ) , c h e m o k i n e s , v a s o a c t i v e a m i n e s , 

e i c o s a n o i d s ( e . g . , p r o s t a g l a n d i n s ) , a n d o t h e r s [ 5 6 , 7 1 ] . D i f f e r e n t P R R s r e s u l t i n d i f f e r e n t 

p a t t e r n s o f s i g n a l m o l e c u l e s [ 7 1 ] . 

1.5 Signaling pathways of T L R s 

A s m e n t i o n e d e a r l i e r , t h e a c t i v a t i o n o f P R R s r e s u l t s i n t h e e x p r e s s i o n o f m a n y g e n e s , i n c l u d i n g 

p r o i n f l a m m a t o r y c y t o k i n e s . T h e r e a r e t w o m a i n d o m a i n s i n a l l T L R s : the extracellular 

domain, w h i c h c o n s i s t s o f l e u c i n e - r i c h r e p e a t ( L R R ) m o t i f s a n d w h i c h i s r e s p o n s i b l e f o r t h e 

r e c o g n i t i o n o f c o r r e s p o n d i n g l i g a n d s , a n d the intracellular domain, w h i c h i s c a l l e d T o l l / I L -

1 R ( T I R ) d o m a i n s i n c e t h i s d o m a i n i s s t r u c t u r a l l y s i m i l a r t o i n t r a c e l l u l a r d o m a i n s o f 

i n t e r l e u k i n - 1 r e c e p t o r s ( I L - I R s ) [ 5 ] . 

O n c e t h e l i g a n d h a s b e e n b o u n d t o t h e L R R d o m a i n , t h e r e c e p t o r s d i m e r i z e , a n d t h e 

c o n f o r m a t i o n c h a n g e a l l o w s t h e r e c r u i t m e n t o f s i g n a l i n g m o l e c u l e s . T h e f o l l o w i n g s i g n a l i n g 

m o l e c u l e s h a v e b e e n d e t e r m i n e d : m y e l o i d d i f f e r e n t i a t i o n p r i m a r y r e s p o n s e p r o t e i n 8 8 

( M y D 8 8 ) , t r a n s f o r m i n g g r o w t h f a c t o r - P ( T G F - P ) - a c t i v a t e d k i n a s e ( T A K 1 ) , T A K 1 - b i n d i n g 

p r o t e i n 1 ( T A B 1 ) , T A B 2 , I L - 1 R - a s s o c i a t e d k i n a s e s ( I R A K s ) , a n d t u m o r - n e c r o s i s f a c t o r 

( T N F ) - r e c e p t o r - a s s o c i a t e d f a c t o r 6 ( T R A F 6 ) [ 3 1 ] . T h e a c t i v a t i o n o f T L R s b y l i g a n d s r e s u l t s 

i n a c o n s e q u e n t t r a n s f e r o f s i g n a l t h a t u l t i m a t e l y l e a d s t o t h e r e l e a s e o f n u c l e a r f a c t o r kB 

( N F - k B ) [ 4 6 ] . N u c l e a r t r a n s l o c a t i o n o f N F - kB l e a d s t o t h e s u b s e q u e n t t r a n s c r i p t i o n o f m a n y 

t a r g e t g e n e s , i n c l u d i n g g e n e s t h a t e n c o d e i n f l a m m a t o r y c y t o k i n e s , a n t i m i c r o b i a l p e p t i d e s , 

c h e m o k i n e s , a n d o t h e r s [ 4 5 , 7 9 ] . 
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Figure 1: T o l l - l i k e r e c e p t o r w i t h b o u n d s s R N A ( s h o w n i n r e d ) 
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1.6 Cells of innate immunity 

1.6.1 Macrophages 

I n n a t e i m m u n i t y r e l i e s o n m a n y c e l l t y p e s , a n d s o m e o f t h e s e c e l l s s e r v e v a r i o u s f u n c t i o n s 

( n o t o n l y t h e i m m u n e f u n c t i o n ) . F o r e x a m p l e , i n t e s t i n a l e p i t h e l i a l c e l l s p r o v i d e a b s o r p t i o n o f 

n u t r i e n t s , b a r r i e r f u n c t i o n , a n d , f i n a l l y , i m m u n e f u n c t i o n ( c y t o k i n e s e c r e t i o n ) [ 6 7 ] . H o w e v e r , 

t h e r e a r e s o m e c e l l s t h a t a r e c o n s i d e r e d p r o f e s s i o n a l i m m u n o c y t e s . T h e s e c e l l s a r e p a r t o f 

m y e l o i d c e l l s a n d i n c l u d e m o n o n u c l e a r p h a g o c y t e s ( m a c r o p h a g e s a n d d e n d r i t i c c e l l s ) a n d 

p o l y m o r p h o n u c l e a r l e u k o c y t e s ( P M L ) ( n e u t r o p h i l s , b a s o p h i l s , a n d e o s i n o p h i l s ) [ 1 4 ] . 

M a c r o p h a g e s a r e l o n g - l i v e d p h a g o c y t e s , a n d t h e y a r e a m o n g t h e f i r s t c e l l s t h a t d e t e c t 

p a t h o g e n s b y m e a n s o f P R R s t h a t r e c o g n i z e P A M P s a n d D A M P s . O n c e t h e p a t h o g e n h a s b e e n 

e n c o u n t e r e d , m a c r o p h a g e s e n g u l f a n d k i l l i t . F u r t h e r m o r e , m a c r o p h a g e - r e l e a s e d c y t o k i n e s 

r e c r u i t o t h e r m y e l o i d c e l l s , s u c h as p o l y m o r p h o n u c l e a r l e u k o c y t e s [ 1 4 ] . O n c e t h e p a t h o g e n 

h a s b e e n e n g u l f e d , p h a g o c y t i c c e l l s ( m a c r o p h a g e s a n d n e u t r o p h i l e s ) g e n e r a t e d i f f e r e n t t o x i c 

r e a c t i v e s p e c i e s t o k i l l t h e e n g u l f e d p a t h o g e n s ( F i g u r e 2 ) . T h e g e n e r a t i o n o f r e a c t i v e s p e c i e s 

s u c h as h y p o c h l o r o u s a c i d ( H O C 1 ) , h y d r o x y l r a d i c a l ( O H ' ) , p e r o x y n i t r i t e ( O N O O " ) , a n d 

s i n g l e t o x y g e n CO2) i s i n i t i a t e d b y t h e N A D P H o x i d a s e c o m p l e x [ 1 4 ] . T h e r e a c t i o n s w h i c h 

a r e d e s c r i b e d i n F i g u r e 2 a n d a r e r e q u i r e d f o r t h e g e n e r a t i o n o f r e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s ( R O S ) 

d e m a n d a h i g h c o n s u m p t i o n o f o x y g e n . T h i s p h e n o m e n o n i s c a l l e d a r e s p i r a t o r y b u r s t [ 2 9 ] . 
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Figure 2: R e a c t i v e species g e n e r a t e d b y p h a g o c y t e s t o k i l l p a t h o g e n s [ 1 4 ] 
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1.6.2 Neutrophils 

P a r t i c u l a r a t t e n t i o n s h o u l d b e p a i d t o t h e p r e v i o u s l y m e n t i o n e d n e u t r o p h i l s . T h e s e c e l l s a r e t h e 

m o s t a b u n d a n t c e l l t y p e s i n t h e b l o o d , a n d t h e i r r o l e i s n o t l i m i t e d t o j u s t t h e k i l l i n g o f 

p a t h o g e n s [ 6 6 ] . T h e y a l s o p r o d u c e c y t o k i n e s , r e g u l a t e m a c r o p h a g e s f o r l o n g - t e r m r e s p o n s e s , 

r e g u l a t e i n f l a m m a t i o n i t s e l f , a n d p l a y a n i m p o r t a n t r o l e i n m a n y d i s e a s e s , i n c l u d i n g c a n c e r 

[ 6 6 ] . T h e r e f o r e , s p e a k i n g o f c a n c e r i m m u n o t h e r a p y , i t i s e s s e n t i a l t o d i s c u s s t h e r o l e o f 

n e u t r o p h i l s i n c a n c e r d e v e l o p m e n t . D e s p i t e b e i n g t h e m o s t a b u n d a n t t y p e o f l e u k o c y t e 

( n e u t r o p h i l s r e p r e s e n t a r o u n d 7 0 % o f a l l l e u k o c y t e s ) , o n l y 1 - 2 % o f a l l n e u t r o p h i l s c i r c u l a t e i n 

t h e b l o o d [ 6 6 ] . 

N e u t r o p h i l s c a n e s c a p e f r o m t h e b l o o d t o t h e s i t e o f i n f l a m m a t i o n t h r o u g h a p r o c e s s 

w h i c h i s c a l l e d t h e l e u k o c y t e a d h e s i o n c a s c a d e [ 6 6 ] . T h e p r o c e s s i n c l u d e s f o u r m a i n s t e p s : 

s e l e c t i n - d e p e n d e n t t e t h e r i n g a n d r o l l i n g o f l e u k o c y t e s , a c t i v a t i o n o f l e u k o c y t e s w i t h 

c h e m o k i n e s , f i r m a d h e s i o n m e d i a t e d b y i n t e g r i n s , a n d f i n a l l y , t r a n s c e l l u l a r m i g r a t i o n o f 

l e u k o c y t e s [ 2 7 ] . O n c e n e u t r o p h i l s e s c a p e f r o m b l o o d v e s s e l s , t h e y f o l l o w a g r a d i e n t o f 

m o l e c u l e s s u c h as f o r m y l - m e t h i o n y l - l e u c y l - p h e n y l a l a n i n e ( f M L F ) a n d a n a p h y l a t o x i n C 5 a 

( w h i c h w i l l b e d i s c u s s e d l a t e r ) [ 6 6 ] . 

I n f l a m m a t i o n p l a y s a c r i t i c a l r o l e i n t h e p r o c e s s o f t h e l e u k o c y t e a d h e s i o n c a s c a d e . 

S e l e c t i n s a r e g l y c o p r o t e i n s t h a t m e d i a t e i n t e r a c t i o n s b e t w e e n l e u k o c y t e s o r p l a t e l e t s w i t h t h e 

e n d o t h e l i a l v a s c u l a r s u r f a c e [ 5 4 ] . T h e r e a r e t h r e e t y p e s o f s e l e c t i n s w h i c h a r e c a l l e d L - , P - , 

a n d E - s e l e c t i n s . L - s e l e c t i n c a n b e f o u n d o n t h e s u r f a c e o f m o s t l e u k o c y t e s . E - s e l e c t i n i s 

e x p r e s s e d u p o n a c t i v a t i o n b y c y t o k i n e s o n e n d o t h e l i a l c e l l s . T h e l a s t P s e l e c t i n i s f o u n d o n t h e 

s u r f a c e s o f e n d o t h e l i a l c e l l s a n d p l a t e l e t s [ 5 4 ] . T h e r o l l i n g a n d t e t h e r i n g o f l e u k o c y t e s a r e 

m o s t l y m e d i a t e d b y t h e i n t e r a c t i o n o f E - a n d P - s e l e c t i n s o f e n d o t h e l i a l c e l l s w i t h P - s e l e c t i n 

g l y c o p r o t e i n - 1 ( P S G L - 1 ) , w h i c h i s e x p r e s s e d o n l e u k o c y t e s . B o t h P - a n d E - s e l e c t i n s a r e 

e x p o s e d t o t h e s u r f a c e o n l y u p o n i n f l a m m a t o r y s t i m u l i . F u r t h e r m o r e , c h e m o k i n e - i n d u c e d 

a c t i v a t i o n i s n e c e s s a r i l y f o r t h e i n t e g r i n - m e d i a t e d f i r m a d h e s i o n , w h i c h i s t h e c r u c i a l s t a g e o f 

t h e w h o l e p r o c e s s [ 2 7 ] . 

1.6.3 Neutrophils and cancer 

T h e r o l e o f n e u t r o p h i l s i n t h e i m m u n e r e s p o n s e c a n n o t b e o v e r s t a t e d . H o w e v e r , i t s h o u l d b e 

m e n t i o n e d t h a t t h e i r c o n t r i b u t i o n i s n o t a l w a y s p o s i t i v e . F o r e x a m p l e , R O S , w h i c h t h e y u s e t o 

e l i m i n a t e p a t h o g e n s , a r e n o t s p e c i f i c a n d r e s p o n s i b l e f o r t i s s u e d a m a g e [ 8 4 ] . F u r t h e r m o r e , d u e 

t o t h e p l a s t i c i t y a n d d i v e r s i t y t h a t n e u t r o p h i l s d e m o n s t r a t e , t h e y c a n e v e n p e r f o r m a n 

i m m u n o s u p p r e s s i v e f u n c t i o n i n h i b i t i n g T - c e l l i m m u n i t y [ 8 4 ] . C a n c e r i s n o t a n e x c e p t i o n h e r e , 

a n d , as w a s s h o w n i n m a n y e x p e r i m e n t s , s o m e n e u t r o p h i l s p o s s e s s a n t i t u m o r a c t i v i t y ( s o -
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c a l l e d N l s u b p o p u l a t i o n ) , a n d s o m e n e u t r o p h i l s d e m o n s t r a t e p r o t u m o r f u n c t i o n ( s o - c a l l e d N 2 

n e u t r o p h i l s ) [ 7 0 ] . I n a d d i t i o n , r e c e n t d i s c o v e r i e s s u g g e s t t h a t t u m o r m i c r o e n v i r o n m e n t s a p p e a r 

t o b e c a p a b l e o f r e p r o g r a m m i n g n e u t r o p h i l s ( t h r o u g h t h e a c t i o n o f d i f f e r e n t s i g n a l p a t h w a y s , 

c y t o k i n e s , a n d o t h e r f a c t o r s ) , t r a n s f o r m i n g t h e m i n t o t u m o r - p r o m o t i n g c e l l s [ 8 4 ] . M o r e o v e r , 

t h e i n c r e a s e d n u m b e r o f n e u t r o p h i l s i n t h e b l o o d d u r i n g c a n c e r p r o g r e s s i o n i s o f t e n a s s o c i a t e d 

w i t h p o o r p r o g n o s i s [ 6 6 ] . 

1.6.4 Dendritic cells provide the link between innate and adaptive immunity 

A n o t h e r t y p e o f c e l l t h a t s h o u l d b e m e n t i o n e d i n t h e c o n t e x t o f i n n a t e i m m u n i t y i s d e n d r i t i c 

c e l l s ( D C s ) . A m o n g t h e d i f f e r e n t s u b p o p u l a t i o n s o f d e n d r i t i c c e l l s , s p e c i a l a t t e n t i o n s h o u l d b e 

p a i d t o c o n v e n t i o n a l t y p e 1 d e n d r i t i c c e l l s ( c D C l ) b e c a u s e t h e i r a c t i o n o n c a n c e r c e l l s i s w e l l -

s t u d i e d a n d r a t h e r s i g n i f i c a n t . I n d i f f e r e n t e x p e r i m e n t s , d e p l e t i o n o f c D C l h a s b e e n s h o w n t o 

l e a d t o t h e i n a b i l i t y t o r e j e c t t r a n s p l a n t a b l e t u m o r s a n d t o t h e a b s e n c e o f e f f i c i e n c y o f T c e l l -

b a s e d i m m u n o t h e r a p y [ 1 9 ] . F u r t h e r m o r e , e v e n t h o u g h t h e s e c e l l s a r e g e n e r a l l y n o t a b u n d a n t 

i n t u m o r s , t h e i r e l e v a t e d n u m b e r i n t h e t u m o r m i c r o e n v i r o n m e n t ( T M E ) o f t e n p r e d i c t s a g o o d 

p r o g n o s i s i n s o m e c a n c e r s [ 2 0 ] . 

c D C l s c a n b e a t t r a c t e d i n t o T M E b y v a r i o u s c h e m o k i n e s ( s u c h as C C L 4 , C C L 5 , a n d 

X C L 1 ) e x p r e s s e d b y t h e t u m o r i t s e l f o r b y N K c e l l s . I n t h i s w a y , N K c e l l s p l a y a n i m p o r t a n t 

r o l e i n r e c r u i t i n g c D C l s . I n a d d i t i o n , N K c e l l s p r o d u c e g r o w t h f a c t o r s s u c h as t h e f m s - l i k e 

t y r o s i n e k i n a s e 3 l i g a n d ( F L T 3 L ) t h a t a l s o a t t r a c t c D C l t o T M E [ 1 8 ] . 

I t h a s b e e n s h o w n t h a t c D C l s h a v e a s p e c i f i c r o l e i n c a n c e r s u p p r e s s i o n . F i r s t l y , c D C l s 

p r e s e n t t u m o r p e p t i d e s t o n a i v e T c e l l s , g e n e r a t i n g t h i s w a y c y t o t o x i c e f f e c t o r C D 8 + T c e l l s 

[ 1 9 ] . T c e l l p r i m i n g ( e v e n t h o u g h i t c a n b e d o n e i n T M E ) m a i n l y o c c u r s p r i m a r i l y i n t u m o r -

d r a i n i n g l y m p h n o d e s t h r o u g h m i g r a t o r y c D C l s [ 1 9 ] . T h e s e c e l l s p o s s e s s a u n i q u e a b i l i t y t o 

d e l i v e r a n t i g e n s w i t h m i n i m a l d e g r a d a t i o n o f t h i s a n t i g e n a n d t h e a b i l i t y t o e x p o s e t h e a n t i g e n s 

t o b e p r e s e n t e d [ 1 9 ] . W i t h i n T M E , c D C l s s e r v e y e t a n o t h e r f u n c t i o n . T h e y p r o d u c e d i f f e r e n t 

c h e m o k i n e s , s u c h as C X C L 9 a n d C X C L 1 0 , r e c r u i t i n g T c e l l s a n d N K c e l l s i n t o T M E [ 1 9 ] . 

F u r t h e r m o r e , t h e y p r o d u c e t h e c y t o k i n e I L - 1 2 , w h i c h s t i m u l a t e s t h e c y t o t o x i c a c t i v i t y o f C D 8 + 

T c e l l s [ 1 9 ] . 

A s c o u l d b e e x p e c t e d , t h e r e a r e s e v e r a l m e c h a n i s m s u t i l i z e d b y t u m o r s t o d i m i n i s h t h e 

a c t i v i t y o f c D C l s . F o r e x a m p l e , T G F - P , p r o d u c e d b y v a r i o u s t u m o r s , r e d u c e s t h e a b i l i t y o f 

c D C l t o p r o d u c e c y t o k i n e s a n d t o t a k e u p a n t i g e n s , s i g n i f i c a n t l y l o w e r i n g t h e i r f u n c t i o n [ 3 9 ] . 
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1.7 Complement system 

1.7.1 The role of the complement system in immune response 

T h e c o m p l e m e n t s y s t e m i s a n e s s e n t i a l p a r t o f t h e i n n a t e i m m u n e s y s t e m , w h i c h p l a y s a n 

i m p o r t a n t r o l e i n t h e e l i m i n a t i o n o f f o r e i g n c e l l s ( p a t h o g e n s ) a n d t h e e l i m i n a t i o n o f a p o p t o t i c 

c e l l s . I t c a n b e r e p r e s e n t e d as a c a s c a d e o f r e a c t i o n s t h a t r e s u l t s i n t h e o p s o n i z a t i o n o f 

p a t h o g e n i c c e l l s , t h e r e c r u i t m e n t o f i m m u n e c e l l s , a n d t h e m e d i a t i o n o f i n f l a m m a t i o n o r d i r e c t 

k i l l i n g b y m e a n s o f a p o p t o s i s [ 5 8 ] . 

I t i s w o r t h m e n t i o n i n g t h a t c o m p l e m e n t i s c o n s i d e r e d a n i m p o r t a n t m e d i a t o r b e t w e e n 

i n n a t e a n d a d a p t i v e i m m u n i t y . O p s o n i z a t i o n m a r k s p a t h o g e n s f o r a n t i g e n - p r e s e n t i n g c e l l s 

( A P C s ) , w h i c h e n g u l f t h e m a n d m o d u l a t e B - a n d T - c e l l r e s p o n s e s [ 5 8 ] . T h e c o m p l e m e n t 

s y s t e m i s c o m p o s e d o f m o r e t h a n f o r t y p r o t e i n s , i n c l u d i n g s o l u b l e p r o t e i n s ( m a d e b y t h e l i v e r ) 

a n d m e m b r a n e - b o u n d p r o t e i n s [ 5 8 ] . U s u a l l y , i t i s d i v i d e d a c c o r d i n g t o t h e a c t i v a t i o n 

m e c h a n i s m i n t o t h r e e p a t h w a y s : c l a s s i c a l , a l t e r n a t i v e , a n d l e c t i n . T h e c o r e c o m p o n e n t o f a l l 

p a t h w a y s i s C 3 . I t c a n b e c l e a v e d i n t o t h e C 3 a a n d C 3 b f r a g m e n t s . C 3 b ac t s as a n o p s o n i z a t i o n 

t o o l , a n d i t s p r e s e n c e o n t h e p a t h o g e n s u r f a c e p r o m o t e s p h a g o c y t o s i s o f t h e c e l l a n d s t i m u l a t e s 

B c e l l s o f a d a p t i v e i m m u n i t y . C 3 a i s a s m a l l e r f r a g m e n t a n d p l a y s a n e s s e n t i a l r o l e i n t h e 

r e c r u i t m e n t o f o t h e r i m m u n e c e l l s t o t h e i n f l a m m a t i o n s i t e [ 6 ] . 

1 .7.2 Activation of complement pathways 

A l t e r n a t i v e p a t h w a y i s a p a t h w a y t h a t p r e d o m i n a t e s u n d e r n o r m a l p h y s i o l o g i c a l c o n d i t i o n s 

w h e r e i t c a n b e s p o n t a n e o u s l y a c t i v a t e d b y h y d r o l y s i s o f a t h i o e s t e r b o n d t h a t c o n v e r t s C 3 t o 

C 3 ( H 2 0 ) . H y d r o l y s i s i n d u c e s c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e s , w h i c h i n t u r n a l l o w f o r t h e r e c r u i t m e n t 

o f F a c t o r B ( F B ) . O n c e F B h a s b e e n b o u n d , t h e w h o l e c o m p l e x i s a s u b s t r a t e f o r a s e r i n e 

p r o t e a s e c a l l e d f a c t o r D ( F D ) , w h i c h y i e l d s t h e c o n v e r t a s e c o m p l e x C 3 b B b [ 4 5 ] . T h e c o m p l e x 

c l e a v e s C 3 i n t o C 3 a a n d C 3 b . A s m e n t i o n e d a b o v e , t h e C 3 b c o m p o n e n t p a r t i c i p a t e s i n 

o p s o n i z a t i o n a n d c a n b i n d c o v a l e n t l y t o t h e h y d r o x y l g r o u p v i a i t s t h i o e s t e r d o m a i n ( T E D ) 

[ 5 7 ] . H e a l t h y h o s t c e l l s p o s s e s s a s e t o f r e g u l a t o r s t h a t i n a c t i v a t e C 3 b , p r e v e n t i n g a p o p t o s i s . 

O n t h e o t h e r h a n d , a p o p t o t i c c e l l s h a v e d e c r e a s e d e x p r e s s i o n o f c o m p l e m e n t r e g u l a t o r s o n t h e 

c e l l s u r f a c e . S p e a k i n g o f p a t h o g e n s , t h e y o f t e n l a c k t h o s e c o m p l e m e n t r e g u l a t o r s a t a l l [ 5 7 ] 

a n d t h u s a r e m o r e v u l n e r a b l e t o t h e a c t i o n o f t h e c o m p l e m e n t s y s t e m . 

C l a s s i c a l p a t h w a y i s a c t i v a t e d b y t h e C l q p r o t e i n c o m p l e x [ 3 4 ] . T h e c o m p l e x i s 

p r o d u c e d b y m o n o c y t e s , i m m a t u r e d e n d r i t i c c e l l s , a n d m a c r o p h a g e s a n d p r o v i d e s a v a s t 

n u m b e r o f i m m u n e f u n c t i o n s . T h e m u l t i f u n c t i o n a l i t y o f t h e c o m p o n e n t c a n b e e x p l a i n e d b y 

m a n y l i g a n d s t h a t c a n i n t e r a c t w i t h t h e C l q c o m p l e x , m o s t l y v i a i o n i c i n t e r a c t i o n s . F o r 
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e x a m p l e , as i t w a s a l r e a d y m e n t i o n e d , t h e c o m p l e x a c t i v a t e s t h e c l a s s i c a l p a t h w a y o f 

c o m p l e m e n t , w h i c h i s t r i g g e r e d b y a n t i g e n - b o u n d i m m u n o g l o b u l i n G ( I g G ) o r 

i m m u n o g l o b u l i n M ( I g M ) . I n a d d i t i o n , i t p a r t i c i p a t e s i n b a c t e r i a l c l e a r a n c e , v i r u s i n a c t i v a t i o n , 

i n d u c t i o n o f p r o - i n f l a m m a t o r y c y t o k i n e s , c h e m o t a x i s ( r e c r u i t m e n t o f n e u t r o p h i l s ) , a n d o t h e r 

i m m u n e f u n c t i o n s [ 3 8 ] . 

L e c t i n p a t h w a y a c t i v a t i o n i s m e d i a t e d b y M a n n o s e - B i n d i n g L e c t i n ( M B L ) , a p r o t e i n 

t h a t r e c o g n i z e s c a r b o h y d r a t e s . I t h a s b e e n d i s c o v e r e d t h a t M B L h a s a g e n e r a l s t r u c t u r e s i m i l a r 

t o C l q [ 3 3 ] ( F i g u r e 3 ) . B o t h C l q a n d M B L a s s o c i a t e w i t h c o m p l e x e s o f s e r i n p r o t e a s e ( S P ) 

c a l l e d C l r , C l s [ 4 9 ] , a n d M B L - a s s o c i a t e d s e r i n e p r o t e a s e s ( M A S P ) [ 7 3 ] . T h e a s s o c i a t i o n i s 

m e d i a t e d b y C a 2 + i o n s . A f t e r t h a t , S P s c l e a v e t h e c o m p l e m e n t c o m p o n e n t s C 4 a n d C 2 , 

r e s u l t i n g i n t h e C 4 b 2 a c o m p l e x , w h i c h i s t h e C 3 c o n v e r t a s e f o r c l a s s i c a l a n d l e c t i n p a t h w a y s 

[ 5 7 ] . 

Globular 
heads 

M B L Lectin 
doma ins 

Col lagenous 
region 

Figure 3: S c h e m a t i c r e p r e s e n t a t i o n o f C l q a n d M B L [ 1 6 , 3 3 ] 

T h e c l e a v a g e o f c o m p o n e n t C 3 r e s u l t s i n C 3 a a n d C 3 b . C 3 b c a n b i n d t o C 3 c o n v e r t a s e , 

f o r m i n g C 5 c o n v e r t a s e , w h i c h c l e a v e s C 5 , p r o d u c i n g C 5 a a n d C 5 b . T h e n C 5 b r e c r u i t s 

c o m p l e m e n t c o m p o n e n t s C 6 , C 7 , C 8 , a n d C 9 t h a t p o l y m e r i z e t o f o r m t h e m e m b r a n e a t t a c k 

c o m p l e x ( M A C ) [ 2 1 ] . M A C i s a c y t o t o x i c p o r e t h a t d i s r u p t s l i p i d b i l a y e r s . C e l l d e a t h c a n 

r e s u l t f r o m o s m o t i c f l u x a c r o s s t h e m e m b r a n e [ 1 3 ] . S o m e t i m e s , a s i n g l e i n s e r t i o n o f a 

f u n c t i o n a l M A C i s s u f f i c i e n t t o l y s e t h e c e l l . T h i s i s t h e c a s e w i t h m e t a b o l i c a l l y i n e r t c e l l s 

( e . g . , e r y t h r o c y t e s ) o r s o m e g r a m - n e g a t i v e b a c t e r i a . O n t h e o t h e r h a n d , i n t h e c a s e o f 

m e t a b o l i c a l l y a c t i v e c e l l s , m u l t i p l e M A C s m u s t b e i n s e r t e d t o c a u s e l y s i s [ 5 7 ] . 

S m a l l f r a g m e n t s C 3 a a n d C 5 a p r e v i o u s l y m e n t i o n e d a r e c a l l e d a n a p h y l a t o x i n s . T h e s e 

m o l e c u l e s s u p p o r t i n f l a m m a t i o n ( f o r e x a m p l e , b y m o d u l a t i n g c y t o k i n e e x p r e s s i o n ) , r e c r u i t 

i m m u n e c e l l s , a n d i n d u c e a n o x i d a t i v e b u r s t i n m a c r o p h a g e s , e o s i n o p h i l s , a n d n e u t r o p h i l s 

[ 5 7 ] . F u r t h e r m o r e , C 5 a i n c r e a s e s p h a g o c y t o s i s , m e d i a t e s t h e r e l e a s e o f g r a n u l e e n z y m e s , a n d 

ac t s as a v a s o d i l a t o r [ 3 5 ] . 
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1.7.3 Regulation of the complement system 

A s e x p e c t e d , t h e c o m p l e m e n t s y s t e m m u s t b e t i g h t l y r e g u l a t e d t o p r e v e n t t h e a t t a c k a n d 

e l i m i n a t i o n o f h e a l t h h o s t c e l l s . I n a d d i t i o n t o p o s i t i v e r e g u l a t i o n ( u s i n g a se t o f d i f f e r e n t 

a c t i v a t o r s ) , t h e r e i s a l s o n e g a t i v e r e g u l a t i o n , r e p r e s e n t e d b y v a r i o u s i n h i b i t o r s . T h e s e 

i n h i b i t o r s ( a l s o c a l l e d c o m p l e m e n t r e g u l a t o r y p r o t e i n s ( C R P s ) ) a r e g e n e r a l l y d i v i d e d i n t o 

s o l u b l e a n d m e m b r a n e - b o u n d r e g u l a t o r s [ 6 3 ] . F o r e x a m p l e , s o l u b l e s e r i n e p r o t e a s e f a c t o r I 

( F I ) c l e a v e s C 3 b a n d C 4 b i n t h e p r e s e n c e o f c e r t a i n c o f a c t o r s [ 5 7 ] . A n o t h e r s o l u b l e r e g u l a t o r 

i s f a c t o r H ( F H ) . I t c o m p e t e s w i t h F B f o r b i n d i n g t o C 3 b a n d ac t s as a n i n h i b i t o r o f C 3 

c o n v e r t a s e i n t h e a l t e r n a t i v e p a t h w a y [ 5 7 ] . F u r t h e r m o r e , t h e M A C f o r m a t i o n c a n b e r e g u l a t e d . 

F o r e x a m p l e , t h r o u g h C D 5 9 , t h a t b l o c k s t h e f o r m a t i o n o f p o r e s w i t h i n t h e m e m b r a n e [ 5 7 ] . 

M A C c a n a l s o b e r e m o v e d b y y e t a n o t h e r m e c h a n i s m , i n c l u d i n g e x o c y t o s i s o r i n t e r n a l i z a t i o n 

f o l l o w e d b y d e g r a d a t i o n [ 5 7 ] . 

1.7.4 The role of complement in tumor progression 

S u r p r i s i n g l y , d e s p i t e b e i n g a c r u c i a l p a r t o f t h e i m m u n e s y s t e m , t h e r o l e o f t h e c o m p l e m e n t 

s y s t e m i n c a n c e r p r o g r e s s i o n i s n o t u n a m b i g u o u s a n d s t r a i g h t f o r w a r d . I t i s m o s t l i k e l y t h a t t h e 

c o m p l e m e n t c a n a c q u i r e b o t h a n t i t u m o r a n d p r o t u m o r c h a r a c t e r . 

A c c o r d i n g t o t h e r e v i e w b y R i o e t a l . , t h e r e i s n o d i r e c t e v i d e n c e t h a t t h e c o m p l e m e n t 

s y s t e m c a n e l i m i n a t e t u m o r s [ 6 3 ] . T h e a s s u m p t i o n t h a t c o m p l e m e n t c o u l d b e h e l p f u l a g a i n s t 

t u m o r f o r m a t i o n i s b a s e d o n t h e i d e a t h a t c a n c e r c e l l s m u s t u n d e r g o c e r t a i n g e n e t i c a n d 

e p i g e n e t i c a l t e r a t i o n s t o a c q u i r e t h e m a l i g n a n t c h a r a c t e r [ 6 3 ] . T h e s e a l t e r a t i o n s u n a v o i d a b l y 

l e a d t o t h e a p p e a r a n c e o f c e r t a i n e x p o s e d m o l e c u l e s t h a t a l l o w u s t o d i s t i n g u i s h c a n c e r c e l l s 

f r o m h e a l t h y c e l l s [ 6 3 ] . N e v e r t h e l e s s , t h e r e i s s o m e i n d i r e c t e v i d e n c e t h a t i m p l i e s t h a t t h e 

c o m p l e m e n t s y s t e m p a r t i c i p a t e s i n t u m o r e l i m i n a t i o n . T h e p o s i t i v e e f f e c t o f t h e c o m p l e m e n t 

s y s t e m h a s b e e n a p p r e c i a t e d i n t h e r a p i e s u t i l i z i n g m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s ( m A b ) [ 1 1 ] . 

F u r t h e r m o r e , c o m p l e m e n t a c t i v a t i o n w a s s h o w n t o b e a n e s s e n t i a l c o n d i t i o n f o r t h e t h e r a p e u t i c 

a c t i v i t y o f s o m e m A b s [ 3 0 ] . C o m p l e m e n t - d e p e n d e n t c y t o t o x i c i t y ( C D C ) i n t h e c a s e o f m A b 

t h e r a p y i s b a s e d o n t h e f o l l o w i n g m e c h a n i s m s : a c t i v a t i o n o f c l a s s i c a l p a t h w a y a n d f o r m a t i o n 

o f t h e M A C c o m p l e x ; a n t i b o d y - d e p e n d e n t c e l l - m e d i a t e d c y t o t o x i c i t y ( A D C C ) , i n v o l v i n g t h e 

p a r t i c i p a t i o n o f n a t u r a l k i l l e r c e l l s ( N K ) a n d n e u t r o p h i l s ; a n d a n t i b o d y - d e p e n d e n t 

p h a g o c y t o s i s [ 6 4 , 7 2 ] . 

F u r t h e r m o r e , as m e n t i o n e d p r e v i o u s l y , c o m p l e m e n t a c t i v a t i o n l e a d s t o t h e f o r m a t i o n o f 

a n a p h y l a t o x i n s t h a t a t t r a c t p h a g o c y t e s a n d i m p r o v e p h a g o c y t o s i s a n d A D C C [ 7 2 ] . A n o t h e r 

f a c t t h a t l e a d s t o t h e c o n c l u s i o n t h a t c o m p l e m e n t m i g h t e l i m i n a t e t u m o r s i s t h e o v e r e x p r e s s i o n 

9 



o f m e m b r a n e - b o u n d C R P s b y c a n c e r c e l l s , w h i c h i n h i b i t c o m p l e m e n t a c t i v i t y [ 1 1 ] . M o r e o v e r , 

C D 5 9 o v e r e x p r e s s i o n i s a s s o c i a t e d w i t h a p o o r t r e a t m e n t p r o g n o s i s [ 1 1 ] . 

O n t h e o t h e r h a n d , t h e r e i s p l e n t y o f e v i d e n c e t o s u g g e s t t h a t c o m p l e m e n t a c t i v a t i o n 

p r o m o t e s t u m o r g r o w t h r a t h e r t h a n i n h i b i t s i t . F o r e x a m p l e , C 5 a h a s b e e n s h o w n t o m o d u l a t e 

t u m o r g r o w t h b y a t t r a c t i n g m y e l o i d - d e r i v e d s u p p r e s s o r c e l l s ( M D S C s ) a n d r e d u c i n g t h e 

n u m b e r o f c y t o t o x i c T c e l l s [ 3 ] . A c t i v a t i o n o f t h e C 3 a r e c e p t o r ( C 3 a R ) s u p p o r t s m e t a s t a t i c 

b e h a v i o r , p l a y i n g a c e r t a i n r o l e i n p r o c e s s e s s u c h as c e l l m i g r a t i o n a n d e p i t h e l i a l - m e s e n c h y m a l 

t r a n s i t i o n [ 3 ] . A n o t h e r e x p e r i m e n t h a s s h o w n t h a t d e p l e t i o n o f C 3 e n h a n c e s t h e a b i l i t y o f 

c e r t a i n m A b s t o a c t i v a t e N K c e l l s a n d i m p r o v e m A b t h e r a p y [ 8 0 ] . F i n a l l y , t h e a c c u m u l a t i o n 

o f M A C ( i n a c e r t a i n c o n c e n t r a t i o n ) p r o m o t e s c e l l p r o l i f e r a t i o n a n d d i f f e r e n t i a t i o n a n d i n h i b i t s 

a p o p t o s i s [ 3 ] . 

F i g u r e 4 s h o w s t h e s c h e m e o f t h e c o m p l e m e n t c a s c a d e . T o s u m i t u p , t h e r e a r e m a n y 

c o n t r a d i c t i o n s i n e x i s t i n g d a t a d e d i c a t e d t o t h e r o l e o f c o m p l e m e n t i n c a n c e r p r o g r e s s i o n . T h e 

o v e r a l l e f f e c t i s m o s t l i k e l y t o d e p e n d o n m u l t i p l e f a c t o r s , s u c h as t h e t y p e o f c a n c e r , 

s u b p o p u l a t i o n s o f c e l l s i n v o l v e d i n t h e p r o c e s s , t h e t y p e o f t h e r a p y , a n d m a n y o t h e r c o n d i t i o n s . 
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Figure 4: C o m p l e m e n t s y s t e m [ 4 9 , 6 4 ] 

1.8 Adaptive immunity 

1.8.1 Overview 

A s w a s a l r e a d y m e n t i o n e d , t h e r e i s a s e c o n d t y p e o f i m m u n i t y c a l l e d a d a p t i v e i m m u n i t y . T h e 

a d a p t i v e i m m u n e r e s p o n s e s t a r t s t o a c t l a t e r t h a n t h e i n n a t e i m m u n e r e s p o n s e b u t i s m o r e 
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s o p h i s t i c a t e d , s p e c i f i c , a n d e f f i c i e n t [ 6 ] . A d a p t i v e i m m u n i t y d e p e n d s o n T a n d B l y m p h o c y t e s : 

T c e l l s m a t u r e i n t h e t h y m u s , a n d B c e l l s d e v e l o p i n t h e b o n e m a r r o w [ 1 7 ] . B o t h c e l l s o r i g i n a t e 

f r o m h e m a t o p o i e t i c s t e m c e l l s t h a t d e v e l o p i n t o a c o m m o n l y m p h o i d p r o g e n i t o r c e l l [ 6 ] . 

B c e l l s p r o d u c e a n t i b o d i e s a n d a r e r e s p o n s i b l e f o r t h e a n t i b o d y r e s p o n s e [ 6 ] . T c e l l s 

s e r v e a n o t h e r f u n c t i o n ; t h e y d e t e c t p a t h o g e n s a n d k i l l t h e m o r r e g u l a t e t h e a c t i v i t y o f o t h e r 

i m m u n e c e l l s ( s u c h as d e n d r i t i c c e l l s , m a c r o p h a g e s , B c e l l s , a n d c y t o t o x i c T c e l l s ) , a c t i v a t i n g 

o r s u p p r e s s i n g t h e m [ 6 ] . 

B e c a u s e i n c a n c e r r e s e a r c h , m o s t s t u d i e s f o c u s o n t h e T - c e l l - m e d i a t e d r e s p o n s e , T c e l l s 

w i l l b e t h e p r i m a r y t o p i c o f d i s c u s s i o n i n t h i s t h e s i s [ 2 8 ] . U p o n a c t i v a t i o n b y a n t i g e n s i n 

p e r i p h e r a l l y m p h o i d o r g a n s ( s u c h as l y m p h n o d e s ) , T a n d B c e l l s b e c o m e m o r p h o l o g i c a l l y 

d i s t i n g u i s h a b l e f r o m e a c h o t h e r : B c e l l s d e v e l o p a n e x t e n s i v e r o u g h e n d o p l a s m i c r e t i c u l u m t o 

m a k e a n t i b o d i e s [ 6 ] . F u r t h e r m o r e , t h e a c t i v a t i o n o f t h e l y m p h o c y t e b y a n t i g e n i n d u c e s t h e 

p r o l i f e r a t i o n o f t h i s l y m p h o c y t e . T h e p r o c e s s i s c a l l e d c l o n a l e x p a n s i o n a n d r e s u l t s i n m a n y 

c o p i e s o f l y m p h o c y t e s t h a t r e c o g n i z e t h e s a m e a n t i g e n [ 6 ] . 

1.8.2 Variability of T-cell and B-cell receptors 

A s m e n t i o n e d a b o v e , a d a p t i v e i m m u n i t y i s m u c h m o r e s p e c i f i c t h a n i n n a t e i m m u n i t y . T h e 

n u m b e r o f P A M P s r e c o g n i z e d b y P R R s i s r e l a t i v e l y l i m i t e d , w h e r e a s B a n d T c e l l s c a n 

s p e c i f i c a l l y r e c o g n i z e a l m o s t a n y a n t i g e n . T h e v a r i a b i l i t y i s d e t e r m i n e d b y a s o p h i s t i c a t e d 

m e c h a n i s m , w h i c h r e s u l t s i n T - c e l l r e c e p t o r s ( T C R s ) a n d B - c e l l r e c e p t o r s ( B C R s ) . F o r 

e x a m p l e , T C R s a r e I g - l i k e h e t e r o d i m e r s c o n s i s t i n g o f e i t h e r a a n d P c h a i n s o r y a n d 8 c h a i n s 

[ 1 7 ] . E a c h c h a i n c o n s i s t s o f t w o d o m a i n s : a c o n s t a n t d o m a i n a n d a v a r i a b l e d o m a i n . E a c h p 

a n d 8 c h a i n i s e n c o d e d a n d a s s e m b l e d f r o m t h r e e g e n e s e g m e n t s t h a t a r e c a l l e d V ( v a r i a b l e ) , 

D ( d i v e r s i t y ) , a n d J ( j o i n i n g ) g e n e s e g m e n t s [ 1 7 ] . T h e s a m e i s t r u e f o r t h e a a n d y c h a i n s , w i t h 

t h e o n l y d i f f e r e n c e b e i n g t h a t t h e y a r e e n c o d e d b y o n l y t h e V a n d J g e n e s e g m e n t s [ 1 7 ] . T h e s e 

s e g m e n t s a r e s p l i c e d t o g e t h e r b y m e a n s o f V ( D ) J r e c o m b i n a s e [ 1 7 ] . F r o m m a n y d i f f e r e n t 

s e g m e n t s o f t h e V g e n e a n d m a n y s e g m e n t s o f t h e J g e n e , o n l y o n e s e g m e n t o f t h e V g e n e a n d 

o n e o f t h e J g e n e a r e r a n d o m l y j o i n e d t o f o r m a ( o r y ) c h a i n [ 1 7 ] . T h a t c o n t r i b u t e s t o 

c o m b i n a t o r i a l d i v e r s i f i c a t i o n . T h e s e c o n d m e c h a n i s m t h a t i n c r e a s e s t h e r e p e r t o i r e o f p r o d u c e d 

T C R s i s c a l l e d j u n c t i o n a l d i v e r s i f i c a t i o n . I t a r i s e s f r o m m u t a t i o n s w h e n D N A s e g m e n t s a r e 

j o i n e d t o e a c h o t h e r [ 1 7 ] . 

1.8.3 Activation and development of T cells 

I n c o n t r a s t t o B c e l l s , T l y m p h o c y t e s r e q u i r e a c t i v a t i o n b y d e n d r i t i c c e l l s t h a t p r o c e s s a n d 

p r e s e n t a n t i g e n s t o t h e m [ 9 ] . D C s u s e m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x ( M H C ) t o b i n d 
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f o r e i g n p e p t i d e s a n d p r e s e n t t h e m t o T C R s o n T l y m p h o c y t e s . I n a d d i t i o n , m a t u r e D C s e x p r e s s 

m o l e c u l e s t h a t p r o m o t e c o - s t i m u l a t o r y a n d a d h e s i v e e f f e c t s t o a c t i v a t e T l y m p h o c y t e s [ 9 ] . 

F u r t h e r m o r e , D C s p r o d u c e a v a r i e t y o f c y t o k i n e s t h a t r e g u l a t e t h e a c t i v i t y o f m a n y T c e l l s [ 9 ] . 

T h e r e a r e t h r e e m a i n c l a s s e s o f T l y m p h o c y t e s . T h e s e a r e c a l l e d c y t o t o x i c T c e l l s , h e l p e r 

T c e l l s , a n d r e g u l a t o r y T c e l l s [ 6 ] . H e r e a t t h i s p o i n t , i t m a k e s s e n s e t o c l a r i f y t h e d i f f e r e n c e 

b e t w e e n t h e m a n d t h e i r d e v e l o p m e n t . I n t h e t h y m u s , b o n e m a r r o w p r o g e n i t o r s u n d e r g o T C R 

r e a r r a n g e m e n t , w h i c h r e s u l t s i n d o u b l e - p o s i t i v e t h y m o c y t e s ( c e l l s t h a t e x p r e s s C D 8 a n d C D 4 

c o - r e c e p t o r s ) [ 4 1 ] . T h e r e t h e y i n t e r a c t w i t h c e l l s e x p r e s s i n g s e l f - p e p t i d e s b o u n d t o M H C 

c o m p l e x e s . T h y m o c y t e s u r v i v e s o n l y i f i t s T C R b i n d s t o t h e s e l f - p e p t i d e - M H C c o m p l e x w i t h 

a p p r o p r i a t e a f f i n i t y [ 6 ] . T h e p r o c e s s i s c a l l e d p o s i t i v e s e l e c t i o n . E v e n t u a l l y , d e p e n d i n g o n t h e 

p r e f e r e n c e s f o r c l a s s I o r c l a s s I I M H C p r o t e i n s , D N A m e t h y l a t i o n s i l e n c e s t h e c o - r e c e p t o r 

( e i t h e r C D 8 o r C D 4 ) t h a t i s n o t n e e d e d [ 6 ] . T h u s , s i n g l e p o s i t i v e t h y m o c y t e s a r e f o r m e d [ 6 ] . 

E v e n t u a l l y , C D 8 + c e l l s d e v e l o p i n t o c y t o t o x i c T c e l l s ( T c ) t h a t b i n d t o c l a s s I M H C , w h i l e 

C D 4 + c e l l s d e v e l o p i n t o h e l p e r ( T h ) a n d r e g u l a t o r y T c e l l s ( T r e g ) t h a t r e c o g n i z e c l a s s I I M H C 

[ 6 ] . 

1.8.4 Co-stimulatory proteins in adaptive immunity 

W h e n n a i v e T c e l l s r e c o g n i z e t h e i r a n t i g e n s ( o n t h e s u r f a c e o f d e n d r i t i c c e l l s ) , t h e y p r o l i f e r a t e 

a n d d i f f e r e n t i a t e i n t o e f f e c t o r c e l l s a n d m e m o r y c e l l s [ 6 ] . H o w e v e r , t h e s i g n a l i n g m e d i a t e d b y 

T C R s t h a t r e c o g n i z e t h e M H C c o m p l e x i s i n s u f f i c i e n t f o r t h i s p r o c e s s . I n a d d i t i o n , c o -

s t i m u l a t o r y p r o t e i n s a r e r e q u i r e d . T h e s a m e h o l d s f o r B c e l l s : e f f e c t o r Th c e l l s u s e a C D 4 0 

l i g a n d t h a t b i n d s t o t h e C D 4 0 r e c e p t o r l o c a t e d o n t h e B c e l l [ 6 ] . I n a d d i t i o n , t h i s C D 4 0 l i g a n d 

h a s t w o o t h e r f u n c t i o n s : i t a c t s o n d e n d r i t i c c e l l s , s u s t a i n i n g t h e i r a c t i v a t i o n , a n d i t a l s o h e l p s 

t o s t i m u l a t e i n f e c t e d m a c r o p h a g e s t o d e s t r o y t h e p a t h o g e n t h e y h a v e [ 6 ] . C D 4 0 a c t i v a t i o n h a s 

a l s o b e e n s h o w n t o a s s i s t i m m u n e a c t i v a t i o n i n d e p e n d e n t l y o f i n n a t e i m m u n e r e c e p t o r s s u c h 

as T L R s [ 7 9 ] . N o t s u r p r i s i n g l y , C D 4 0 a g o n i s t s s u c h as a n t i - C D 4 0 m A b s h a v e f o u n d t h e i r 

a p p l i c a t i o n i n c a n c e r t h e r a p y [ 3 2 ] . 

1.9 MBTA immunotherapy 

T h e r e a r e m a n y d e v e l o p e d i m m u n o t h e r a p i e s t h a t a r e i n t e n s i v e l y a p p l i e d t o t r e a t c a n c e r . M a n y 

o f t h e m r e p r e s e n t a m i x t u r e o f c e r t a i n c o m p o u n d s w h i c h a c t t o g e t h e r t o p r o v o k e t h e i m m u n e 

r e s p o n s e . M a n n a n - B A M , T L R l i g a n d s , a n d a n t i - C D 4 0 m A b s ( M B T A ) i m m u n o t h e r a p y i s n o t 

e x c e p t i o n h e r e [ 4 8 ] . E a c h c o m p o n e n t i n t h i s m i x t u r e p l a y s i t s o w n i m p o r t a n t r o l e . 

Mannan ( F i g u r e 5 ) i s a p o l y s a c c h a r i d e t h a t c a n b e o b t a i n e d f r o m t h e c e l l w a l l s o f s o m e 

y e a s t s [ 4 7 ] . T h e m a i n c h a i n c o n s i s t s o f a - ( l — > 6 ) l i n k e d m a n n o s e r e s i d u e s t o w h i c h s i d e c h a i n s 
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a r e a d j a c e n t v i a a - ( l — > 3 ) a n d a - ( l — > 2 ) l i n k a g e s [ 4 7 ] . H o w e v e r , t h e e x a c t d e g r e e o f b r a n c h i n g 

a n d l e n g t h o f t h e c h a i n s a r e c u r r e n t l y u n k n o w n [ 4 7 ] . W h a t i s k n o w n i s t h a t m a n n a n c o n n e c t e d 

t o the biocompatible anchor for cell membrane (BAM) ( t h e a p p r o a c h w i l l b e d i s c u s s e d 

l a t e r ) c a n s t i m u l a t e t h e p h a g o c y t o s i s a n d l e c t i n p a t h w a y o f t h e c o m p l e m e n t s y s t e m [ 4 8 ] v i a 

M B L s t i m u l a t i o n , as p r e v i o u s l y d i s c u s s e d . 

The T L R ligands i n M B T A t h e r a p y i n c l u d e t h e f o l l o w i n g c o m p o u n d s : resiquimod (R-

848), polyinosinic-polycytidylic acid (poly(I:C)), a n d lipoteichoic acid (LTA) [ 4 8 ] . R-848 

i s a n a g o n i s t f o r T L R 7 / 8 , w h i c h a r e l o c a t e d i n t h e e n d o l y s o s o m a l s y s t e m a n d n a t u r a l l y 

r e c o g n i z e s s R N A [ 7 1 ] . Poly(I:C) i s a T L R 3 a g o n i s t a n d m i m i c s v i r a l d s R N A [ 7 1 ] . T h e 

c o m b i n a t i o n o f t h e s e t w o T L R l i g a n d s h a s b e e n a p p r e c i a t e d i n s e v e r a l s t u d i e s [ 8 , 2 2 ] . 

F u r t h e r m o r e , i t h a s b e e n s h o w n t h a t t h i s c o m b i n a t i o n s h o w e d b e t t e r e f f i c a c y i n t h e a c t i v a t i o n 

o f a n t i t u m o r m a c r o p h a g e s a n d c y t o k i n e p r o d u c t i o n c o m p a r e d t o i n d i v i d u a l a p p l i c a t i o n o f e a c h 

T L R a g o n i s t s e p a r a t e l y [ 8 ] . T h e l a s t T L R l i g a n d i s L T A , w h i c h s t i m u l a t e s T L R 2 a n d m i m i c s 

s o m e v i r a l a n d b a c t e r i a l l i p o p r o t e i n s [ 7 1 , 7 7 ] . T h e l a s t c o m p o n e n t o f t h e M B T A m i x t u r e i s 

a n t i - C D 4 0 m A b s , a l r e a d y d i s c u s s e d a b o v e [ 4 8 ] . 

A 0 

Figure 5 : p r i n c i p a l s t r u c t u r e o f m a n n a n . T h e m a i n c h a i n cons i s t s o f m a n n o s e r e s i d u e s l i n k e d 
t h r o u g h a - ( l — > 6 ) l i n k a g e . B r a n c h i n g f r o m t h e m a i n c h a i n i s p e r f o r m e d t h r o u g h a - ( l — > 3 ) a n d a-
( 1 ^ 2 ) l i n k a g e s [ 4 7 ] . 

1.10 Combination of MBTA immunotherapy with other therapies 

I n n a t u r e , c a n c e r o f t e n t e n d s t o p r o d u c e m e t a s t a s e s a n d s e c o n d a r y t u m o r s . T h e s e t u m o r s a r e 

u s u a l l y l e s s r e a c h a b l e t h a n t h e p r i m a r y o n e s . A t w o - t u m o r m o d e l c a n b e u s e d t o s i m u l a t e s u c h 
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a s i t u a t i o n . I n t h i s c a se , o n e t u m o r i s t r e a t e d w i t h t h e r a p y a n d c o n s i d e r e d t h e p r i m a r y o n e , 

w h i l e t h e s e c o n d t u m o r i s n o n t r e a t e d a n d r e p r e s e n t s t h e s e c o n d a r y f o r m a t i o n . 

A l t h o u g h M B T A i m m u n o t h e r a p y s h o w e d i t s e f f i c i e n c y i n o n e t u m o r m o d e l , 

i m m u n o t h e r a p y a l o n e w a s i n s u f f i c i e n t t o e l i m i n a t e n o n - t r e a t e d t u m o r s i n t w o t u m o r m o d e l s 

[ 7 8 ] . T h e r e f o r e , t h e c o m b i n a t i o n o f M B T A t h e r a p y w i t h a n o t h e r t y p e o f t r e a t m e n t s h o u l d b e 

c o n s i d e r e d , a n d t h i s h a s e v e n t u a l l y b e c o m e t h e a i m o f t h i s t h e s i s . I n t h i s s t u d y , w e f o c u s o n 

t h e c o m b i n a t i o n w i t h g l u t a m i n e m e t a b o l i s m i n h i b i t o r s s u c h as 6 - D i a z o - 5 - o x o - L - n o r l e u c i n e 

( D O N ) . T h e r e a s o n s b e h i n d t h i s c h o i c e w i l l b e e x p l a i n e d i n t h e f o l l o w i n g . F i r s t , t h e f e a t u r e s 

o f g l u t a m i n e m e t a b o l i s m i n c a n c e r c e l l s s h o u l d b e c o n s i d e r e d . 

1.11 Glutamine metabolism and role in cancer cells 

A l t h o u g h i t i s o n l y a c o n d i t i o n a l l y e s s e n t i a l a m i n o a c i d , g l u t a m i n e p l a y s a n i m p o r t a n t r o l e i n 

t h e m e t a b o l i s m o f m a n y c e l l s a n d e s p e c i a l l y r a p i d l y p r o l i f e r a t i n g c e l l s s u c h as l y m p h o c y t e s , 

e n t e r o c y t e s , a n d c a n c e r c e l l s , w h e r e i t s e r v e s as a s o u r c e o f c a r b o n , n i t r o g e n , a n d e n e r g y t o 

m e e t a n a b o l i c d e m a n d s [ 7 ] . I n f a c t , i n c r e a s e d u p t a k e o f g l u t a m i n e i n c a n c e r c e l l s w a s o b s e r v e d 

i n s e v e r a l s t u d i e s . F o r e x a m p l e , u p - r e g u l a t i o n a n d o v e r e x p r e s s i o n o f s o m e g l u t a m i n e 

t r a n s p o r t e r s ( s u c h as S L C 1 A 5 ) [ 6 8 ] a n d g l u t a m i n e u s i n g e n z y m e s ( s u c h as g l u t a m i n a s e ) [ 5 3 ] 

w e r e c o n f i r m e d a n d c a n b e c o n s i d e r e d as p r o o f o f t h e i m p o r t a n c e o f g l u t a m i n e f o r c a n c e r 

c e l l s . 

A s m e n t i o n e d e a r l i e r , g l u t a m i n e i s a n i m p o r t a n t a m i n o a c i d f o r r a p i d l y p r o l i f e r a t i n g 

c e l l s . F i r s t , i t i s a s o u r c e o f m e t a b o l i c e n e r g y ( F i g u r e 7 ) . W i t h i n t h e c e l l , g l u t a m i n e c a n b e 

c o n v e r t e d t o g l u t a m a t e b y g l u t a m i n a s e s ( G L S / G L S 2 ) . I n t u r n , g l u t a m a t e c a n b e c o n v e r t e d t o 

a l p h a - k e t o g l u t a r a t e ( a - K G ) , w h i c h c a n e n t e r t h e c i t r i c a c i d c y c l e ( a l s o k n o w n as t h e K r e b s 

c y c l e ) i n o r d e r t o g e n e r a t e A T P a n d N A D H , a n d F A D E h m o l e c u l e s t h a t c a n b e u s e d i n 

o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n [ 7 ] . T h e c o n v e r s i o n t o a - K G i s c a t a l y z e d b y g l u t a m a t e 

d e h y d r o g e n a s e ( G L U D ) o r a m i n o t r a n s f e r a s e s . 

F u r t h e r m o r e , t h e p r e v i o u s l y m e n t i o n e d a - K G c a n b e u s e d i n r e d u c t i v e c a r b o x y l a t i o n , 

t h e r e a c t i o n c a t a l y z e d b y i s o c i t r a t e d e h y d r o g e n a s e ( I D H ) t h a t g e n e r a t e s c i t r a t e ( F i g u r e 8 ) , 

w h i c h c a n b e u s e d i n l i p i d m e t a b o l i s m i n c a n c e r c e l l s u n d e r c e r t a i n c o n d i t i o n s , s u c h as h y p o x i a 

[ 7 , 8 3 ] . M o r e o v e r , g l u t a m i n e - d e f i c i e n t h y p o x i c c e l l s c a n n o t p r o l i f e r a t e e f f i c i e n t l y [ 8 3 ] . I n 

a d d i t i o n , g l u t a m i n e c o n t r i b u t e s t o t h e p r o d u c t i o n o f g l u t a t h i o n e ( G S H ) , t h e m o s t a b u n d a n t 

a n t i o x i d a n t i n t h e o r g a n i s m [ 1 0 ] . C a n c e r c e l l s u t i l i z e g l u t a t h i o n e t o r e m o v e R O S , w h i c h c a n 

o t h e r w i s e d a m a g e b i o m o l e c u l e s a n d e v e n t u a l l y l e a d t o c e l l d e a t h [ 1 0 ] . I n s e v e r a l s t u d i e s , 

e l e v a t e d l e v e l s o f G S H h a v e b e e n s h o w n t o b e a s s o c i a t e d w i t h m e t a s t a s i s i n v a r i o u s t y p e s o f 
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c a n c e r [ 1 0 ] . G l u t a t h i o n e i s a t r i p e p t i d e t h a t r e q u i r e s g l u t a m a t e , c y s t e i n e , a n d g l y c i n e [ 1 0 ] . A s 

m e n t i o n e d a b o v e , g l u t a m i n e c a n b e c o n v e r t e d t o g l u t a m a t e , w h i c h i s u s e d d i r e c t l y i n G S H 

s y n t h e s i s ( F i g u r e 9 ) , a n d f u r t h e r m o r e , i t s o u t f l o w i s r e q u i r e d f o r c y s t i n e i n f l u x v i a t h e x C T 

t r a n s p o r t e r [ 1 0 ] . C y s t i n e c a n t h e n b e c o n v e r t e d t o c y s t e i n e [ 4 0 ] . M o r e o v e r , t h e x C T t r a n s p o r t e r 

i s u p - r e g u l a t e d i n m a n y c a n c e r s a n d p r o m o t e s t u m o r g r o w t h [ 4 0 ] . F i n a l l y , g l u t a m i n e i s 

e s s e n t i a l f o r n u c l e o t i d e b i o s y n t h e s i s ( a n d , t h e r e f o r e , p r o l i f e r a t i o n ) , a n d i t s d e p r i v a t i o n i s 

a s s o c i a t e d w i t h a n i n c r e a s e d l e v e l o f c e l l d e a t h [ 8 1 ] . F i g u r e 6 s h o w s w h i c h n i t r o g e n a t o m s i n 

n u c l e o t i d e s a r e d e r i v e d f r o m g l u t a m i n e [ 4 2 ] . A l l g i v e n e x a m p l e s i n d i c a t e a n d s u p p o r t t h e 

i m p o r t a n c e o f g l u t a m i n e f o r f a s t - p r o l i f e r a t i n g c e l l s , s u c h as c a n c e r c e l l s , a n d i t s r o l e c a n h a r d l y 

b e o v e r s t a t e d . 

Adenine 
I 

H Guan ine Cytosine Thymine 

Figure 6: T h e n i t r o g e n a t o m s s h o w n i n b l u e are d e r i v e d f r o m g l u t a m i n e [ 4 2 ] 

GLS/GLS2 

ATP, NADH, 
FADH, 

Krebs cycle + 

Glu 

/ \ 
GLUD Aminotransferases 

a-KG 

Figure 7 : G l u t a m i n e as a n e n e r g y - g e n e r a t i n g subs t ra te [7] 
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Fatty acid synthesis Reductive carboxylation 

Figure 8: G l u t a m i n e as a subs t ra te i n f a t t y a c id s y n t h e s i s ( a - K G i s o b t a i n e d t h e s a m e w a y as 
w a s s h o w n i n F i g u r e 7 ) 

Figure 9: G l u t a m i n e c o n t r i b u t e s t o g l u t a t h i o n e b i o s y n t h e s i s 

1.12 Glutamine metabolism as a target in cancer therapy 

A s e x p e c t e d , b e c a u s e o f i t s s i g n i f i c a n c e i n f a s t - d i v i d i n g c e l l s , g l u t a m i n e m e t a b o l i s m h a s 

b e c o m e a t a r g e t i n c e r t a i n c a n c e r t h e r a p i e s . T h e r e a r e d i f f e r e n t w a y s t o i n h i b i t g l u t a m i n e 

m e t a b o l i s m . S o m e w a y s i n c l u d e t h e i n h i b i t i o n o f g l u t a m i n e u s i n g e n z y m e s s u c h as G L S , 

G L U D , o r g l u t a m i n e - c o n d u c t i n g t r a n s p o r t e r s s u c h as S L C 1 A 5 o r x C T [ 7 ] . F u r t h e r m o r e , t h e r e 

i s a g r o u p o f c o m p o u n d s t h a t a r e c o n s i d e r e d g l u t a m i n e a n a l o g s a n d i n c l u d e t h e p r e v i o u s l y 

m e n t i o n e d D O N , a z a s e r i n e , a n d a c i v i c i n [ 7 ] . T h e s e t h r e e c o m p o u n d s e f f i c i e n t l y i n h i b i t t h e 

s t e p s i n n u c l e o t i d e b i o s y n t h e s i s t h a t i n v o l v e e n z y m e s t h a t u s e g l u t a m i n e [ 8 2 ] . H o w e v e r , 

d e s p i t e t h e s i g n i f i c a n t a n t i t u m o r c y t o t o x i c a c t i v i t y , t h e u s e o f t h e s e c o m p o u n d s h a s b e e n 

s t o p p e d d u e t o s i d e e f f e c t s t h a t i n c l u d e g a s t r o i n t e s t i n a l ( G I ) t o x i c i t y a n d n e u r o t o x i c i t y [ 8 2 ] . 

N e v e r t h e l e s s , t h e r e a r e s o m e p o s s i b i l i t i e s t h a t a l l o w u s t o o v e r c o m e t h e u n d e s i r a b l e s i d e 
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e f f e c t s . O n e w a y i s t o u s e p r o d r u g s , c o m p o u n d s t h a t a r e g e n e r a l l y n o t a c t i v e u n t i l t h e y d o n o t 

g e t i n t o t h e t a r g e t c e l l s , w h e r e t h e a c t i v e f o r m i s l i b e r a t e d [ 7 6 ] . 

I . 13 DON broadly inhibits glutamine metabolism 

I n t h i s s t u d y , w e f o c u s o n D O N a n d i t s p r o d r u g t o t e s t t h e s y n e r g e t i c e f f e c t a n d i t s 

c o m p a t i b i l i t y w i t h M B T A t h e r a p y . T h u s , i t i s w o r t h m e n t i o n i n g t o e l a b o r a t e o n t h e m e c h a n i s m 

o f a c t i o n o f D O N i n s i d e t h e c e l l a n d w h a t i s h i d d e n b e h i n d i t s c y t o t o x i c e f f i c i e n c y . A s 

m e n t i o n e d a b o v e , D O N i s a g l u t a m i n e a n a l o g ( a s w e l l as a z a s e r i n e , F i g u r e 1 0 ) , a n d o n c e i n s i d e 

t h e c e l l , i t c o m p e t i t i v e l y b i n d s t h e a c t i v e s i t e t o a w i d e r a n g e o f g l u t a m i n e - u t i l i z i n g e n z y m e s 

s u c h as g l u t a m i n a s e , g l u t a m i n e a m i d o t r a n s f e r a s e s i n v o l v e d i n n u c l e o t i d e b i o s y n t h e s i s , a n d 

o t h e r s [ 4 3 ] . S u b s e q u e n t l y , D O N f o r m s a c o v a l e n t b o n d w i t h t h e e n z y m e , i r r e v e r s i b l y 

i n h i b i t i n g i t t h i s w a y [ 4 3 ] . 

I t i s w o r t h m e n t i o n i n g t h a t D O N i s s t a b l e u n d e r c e l l u l a r c o n d i t i o n s u n t i l i t s d i a z o g r o u p 

i s p r o t o n a t e d [ 4 3 ] . T h e p r o t o n a t i o n m a k e s i t h i g h l y e l e c t r o p h i l i c ( p a r t l y b e c a u s e o f t h e 

p r e s e n c e o f a g o o d l e a v i n g g r o u p , N2) [ 4 3 ] . T h a n g a v e l u e t a l . r e v e a l e d t h a t s u c h a p r o t o n a t i o n 

c o u l d b e d o n e b y a s e r i n e r e s i d u e i n t h e p r o x i m i t y o f t h e a c t i v e c e n t e r i n k i d n e y - t y p e 

g l u t a m i n a s e ( K G A ) , f o r e x a m p l e [ 7 5 ] . T h e m e c h a n i s m o f t h i s a c t i v a t i o n i s s h o w n i n F i g u r e 

I I . 

0 0 0 0 

NH 2 

Glutamine 

Figure 10: D O N a n d azase r ine are s t r u c t u r a l ana logs o f G i n 
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Sen 

Figure 11: M e c h a n i s m o f i n h i b i t i o n o f K G A ( s e r i n e r e s i d u e 2 8 6 ) b y D O N 

1.14 Side effects limit the application of DON: solution 

H o w e v e r , as a l r e a d y m e n t i o n e d , d e s p i t e t h e a p p a r e n t a n t i t u m o r e f f e c t , t h e a p p l i c a t i o n o f D O N 

i s l i m i t e d , m a i n l y d u e t o G I t o x i c i t y . S y m p t o m s s u c h as n a u s e a , v o m i t i n g , d i a r r h e a , a n d G I 

b l e e d i n g w e r e o f t e n o b s e r v e d i n c l i n i c a l t r i a l s a n d w e r e t h e m a i n r e s t r i c t i n g f a c t o r s i n t h e 

a p p l i c a t i o n o f D O N [ 4 3 ] . R a p i d l y p r o l i f e r a t i n g e p i t h e l i a l G I c e l l s a r e a l s o d e p e n d e n t o n 

g l u t a m i n e a n d , as a c o n s e q u e n c e , a r e s u s c e p t i b l e t o D O N , as o b s e r v e d i n c l i n i c a l t r i a l s [ 4 3 ] . 

T h u s , m a n y p r o d r u g s o f D O N h a v e b e e n d e v e l o p e d t o o b t a i n h i g h e r s p e c i f i c i t y a n d 

f e w e r s i d e e f f e c t s . O n e a p p r o a c h i s t o u t i l i z e t u m o r - s p e c i f i c e n z y m e s t h a t r e l e a s e t h e p r o d r u g 

r e l e a s i n g t h e a c t i v e f o r m o n l y i n s i d e t h e t u m o r . U e k i e t a l . s h o w e d t h a t t w o o f s u c h s p e c i f i c 

e n z y m e s a r e h i s t o n e d e a c e t y l a s e ( H D A C ) a n d p r o t e a s e c a t h e p s i n L ( C T S L ) [ 7 6 ] . I t s h o u l d b e 

m e n t i o n e d t h a t t h e s e e n z y m e s a r e n o t u n i q u e s o l e l y t o t h e t u m o r b u t p l a y a s p e c i a l r o l e i n 

t u m o r p r o g r e s s i o n a n d m e t a s t a s i s a n d , t h u s , a r e q u i t e o f t e n u p - r e g u l a t e d a n d o v e r e x p r e s s e d 

[ 7 6 ] . T h e i d e a w a s t o c o n n e c t t h e d r u g w i t h t h e N - a c e t y l l y s i n e r e s i d u e [ 7 6 ] . F i r s t , t h e a c e t y l 

g r o u p i s s u p p o s e d t o b e r e m o v e d b y H D A C , a n d t h e n t h e L y s r e s i d u e i s c l e a v e d b y C T S L , 

r e l e a s i n g t h e a c t i v e f o r m o f t h e d r u g [ 7 6 ] . 

A s i m i l a r a p p r o a c h h a s b e e n a p p l i e d t o d e v e l o p D O N d e r i v a t i v e s i n t h e I n s t i t u t e o f 

O r g a n i c C h e m i s t r y a n d B i o c h e m i s t r y , A c a d e m y o f S c i e n c e s o f t h e C z e c h R e p u b l i c [ 7 4 ] . T h e 

b e s t p r o d r u g 6 ( i n t h e f u t u r e w i l l b e r e f e r r e d t o as L T P 6 0 7 , F i g u r e 1 2 ) s h o w e d r a p i d r e l e a s e 

o f D O N i n t u m o r s . A t t h e s a m e t i m e , t h e s t a b i l i t y o f t h e p r o d r u g i n t h e i n t e s t i n e p r o v i d e s 

r e d u c e d s i d e e f f e c t s t y p i c a l o f D O N i t s e l f [ 7 4 ] . T h u s , t h e h y p o t h e s i s t h a t L T P 6 0 7 , d u e t o i t s 

r e d u c e d t o x i c i t y , c a n b e s u c c e s s f u l l y c o m b i n e d w i t h M B T A t h e r a p y h a s b e e n f o r m u l a t e d . 
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Figure 12: P r o d r u g 6 ( L T P 6 0 7 ) : t he b l a c k pa r t r epresen t s D O N , t he r e d p a r t i n d i c a t e s 
m o d i f i c a t i o n s t h a t i nc rease s t a b i l i t y a n d p r o v i d e c e r t a i n s p e c i f i c i t y t o w a r d t u m o r s 
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2 Aims of the study 

• T h e f i r s t o b j e c t i v e o f t h e s t u d y w a s t o e v a l u a t e t h e c o m p a t i b i l i t y o f D O N a n d t h e D O N 

p r o d r u g ( L T P 6 0 7 ) w i t h M B T A t h e r a p y a n d t o c h e c k w h e t h e r s y n e r g y b e t w e e n t h e m 

c a n b e o b s e r v e d . 

• T h e s e c o n d o b j e c t i v e w a s t o t e s t w h e t h e r t h i s c o m b i n a t i o n c a n e l i m i n a t e s e c o n d a r y 

t u m o r s ( w i t h o u t d i r e c t t r e a t m e n t o f t h e s e t u m o r s ) . 

• T h e t h i r d o b j e c t i v e o f t h e s t u d y w a s t o a n a l y z e a n d c o m p a r e t h e s i d e e f f e c t s o f D O N 

a n d L T P 6 0 7 . 

• F i n a l l y , t h i s s t u d y a i m e d t o o b t a i n t h e b e s t p o s s i b l e s u r v i v a l r e s u l t s ; t h e r e f o r e , i t w a s 

e s s e n t i a l t o a n a l y z e h o w t h e m o d i f i c a t i o n o f D O N a f f e c t s ( i f i t d o e s ) t h e s u r v i v a l o f 

m i c e . 
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3 Materials and methods 

3.1 Materials 

T i s s u e c u l t u r e m e d i u m , m a n n a n i s o l a t e d f r o m Saccharomyces cerevisiae, m e d i a 

s u p p l e m e n t s , l i p o t e i c h o i c a c i d i s o l a t e d f r o m Bacillus subtilis, p o l y i n o s i n i c : p o l y c y t i d y l i e 

a c i d i n t h e f o r m o f s o d i u m s a l t ( p o l y ( I : C ) ) , a n d 6 - d i a z o - 5 - o x o - L - n o r l e u c i n e ( D O N ) w e r e 

p u r c h a s e d f r o m S i g m a - A l d r i c h ( S t . L o u i s , M O , U S A ) . T h e b i o c o m p a t i b l e a n c h o r f o r t h e 

c e l l m e m b r a n e ( B A M w i t h a m o l e c u l a r w e i g h t o f 4 0 0 0 ) w a s m a n u f a c t u r e d a n d p u r c h a s e d 

f r o m N O F E U R O P E ( G r o b b e n d o n k , B e l g i u m ) . R e s i q u i m o d ( R - 8 4 8 ) w a s p r o v i d e d b y 

T o c r i s B i o s c i e n c e ( B r i s t o l , U K ) . M o n o c l o n a l a n t i b o d y a n t i - C D 4 0 ( r a t I g G 2 a , c l o n e 

F G K 4 . 5 / F G K 4 5 ) w a s p u r c h a s e d f r o m B i o X C e l l ( W e s t L e b a n o n , N H , U S A ) . L T P 6 0 7 w a s 

s y n t h e s i z e d b y D r . M a j e r ( I O C H B , P r a g u e ) [ 7 4 ] . 

3.2 Cell line and animals 

T h e c e l l l i n e P a n c 0 2 ( m u r i n e p a n c r e a t i c a d e n o c a r c i n o m a ) w a s o b t a i n e d f r o m P r o f . L a r s I v o 

P a r t e c k e ( G r e i f s w a l d , G e r m a n y ) . C e l l s w e r e k e p t i n D u l b e c c o ' s m o d i f i e d e a g l e m e d i u m 

( D M E M ) s u p p l e m e n t e d w i t h 1 0 % h e a t - i n a c t i v a t e d f e t a l b o v i n e s e r u m a n d a n t i b i o t i c s 

( P A A , P a s c h i n g , A u s t r i a ) . C e l l s w e r e c u l t u r e d a t 3 7 °C i n h u m i d i f i e d a i r w i t h 5 % CO2. 

S p e c i f i c p a t h o g e n - f r e e C 5 7 B L / 6 f e m a l e m i c e w e r e p u r c h a s e d f r o m C h a r l e s R i v e r 

L a b o r a t o r i e s ( S u l z f e l d , G e r m a n y ) . M i c e w e i g h i n g b e t w e e n 1 8 a n d 2 0 g w e r e k e p t i n 

s p e c i f i c p a t h o g e n - f r e e b a r r i e r f a c i l i t i e s , a n d s t e r i l e f o o d a n d w a t e r w e r e a l w a y s a v a i l a b l e ; 

t h e p h o t o p e r i o d w a s 1 2 / 1 2 . 

3.3 Methods 

3.3.1 Preparation of chemicals 

S y n t h e s i s o f m a n n a n - B A M : 

T h e p r e p a r a t i o n h a s b e e n c a r r i e d o u t a c c o r d i n g t o t h e p r o c e d u r e r e p o r t e d b y C a i s o v a e t a l . 

[ 2 3 ] . F i r s t , t h e t e r m i n a l , r e d u c i n g g r o u p o f m a n n a n w a s a m i n a t e d w i t h a m i x t u r e o f s o d i u m 

c y a n o b o r o h y d r i d e a n d a m m o n i u m a c e t a t e a t a p H o f 7 . 5 a t 5 0 °C f o r f i v e d a y s . T h e s o l u t i o n 

o b t a i n e d w a s p u r i f i e d b y d i a l y s i s a g a i n s t P B S a t 4 °C o v e r n i g h t . A f t e r t h a t , t h e a t t a c h m e n t 

o f t h e B A M g r o u p w a s p e r f o r m e d . F o r t h a t , t h e N - h y d r o x y s u c c i n i m i d y l g r o u p o f B A M 

r e a c t e d w i t h t h e a m i n o g r o u p o f p r e v i o u s l y a m i n a t e d m a n n a n ( F i g u r e 1 3 ) . 
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/ a - ( l - > 6 ) 

BAM 

Figure 13: t h e M a n n a n - B A M s y n t h e s i s s c h e m e 

M B T A m i x t u r e : 

2 5 m g o f p o l y ( L C ) , 2 5 m g o f L T A , a n d a s o l u t i o n o f r e s i q u i m o d ( p r e p a r e d f r o m 2 5 m g o f 

r e s i q u i m o d a n d d i s s o l v e d i n t h e m i x t u r e c o n t a i n i n g 6 2 5 u L o f P B S a n d 7 0 u L o f 3 . 5 % H C 1 ) 

w e r e a d d e d t o 4 7 m L o f 0 . 2 2 m M s o l u t i o n o f m a n n a n - B A M i n P B S . H y d r o c h l o r i c a c i d w a s 

a d d e d t o t h e s o l u t i o n o f t h e r e s i q u i m o d i n o r d e r t o i n c r e a s e i t s s o l u b i l i t y i n P B S . 

A d d i t i o n a l l y , a n t i - C D 4 0 a n t i b o d i e s w e r e a d d e d t o t h e f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 4 m g / m L 

( a p p r o x i m a t e l y 2 . 2 5 m L ) . 

L T P 6 0 7 s o l u t i o n : 

3 9 . 8 m g o f L T P 6 0 7 ( M w = 5 4 5 . 7 g / m o l ) o b t a i n e d f r o m t h e D r u g D i s c o v e r y g r o u p ( I n s t i t u t e 

o f O r g a n i c C h e m i s t r y a n d B i o c h e m i s t r y o f t h e C A B ) w e r e d i s s o l v e d i n 6 . 2 5 m L o f P B S t o 

y i e l d t h e f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 1 1 . 7 m m o l / L o r 6 . 3 7 m g / m L 

D O N s o l u t i o n : 

1 2 . 5 m g o f D O N ( 1 7 1 . 2 g / m o l ) w e r e d i s s o l v e d i n 6 . 2 5 m L o f P B S t o y i e l d t h e f i n a l 

c o n c e n t r a t i o n o f 1 1 . 7 m m o l / L o r 2 m g / m L 

3.3.2 Preparation of mice 

C 5 7 B L / 6 m i c e ( f e m a l e s ) w e r e s h a v e d f r o m b o t h s i d e s ( f l a n k s ) , a n d a f t e r t h a t , 4 0 0 0 0 0 

P a n c 0 2 c e l l s ( m u r i n e p a n c r e a t i c a d e n o c a r c i n o m a c e l l s s u s p e n d e d i n 0 . 1 m l o f D M E M ) 

w e r e i n j e c t e d i n t o e a c h s i d e . T w o t u m o r s i n e a c h m o u s e r e p r e s e n t p r i m a r y a n d s e c o n d a r y 

t u m o r s t h a t c a n n a t u r a l l y a r i s e . T w e l v e d a y s l a t e r , a f t e r i n c u b a t i o n , m i c e w e r e r a n d o m l y 

d i s t r i b u t e d i n t o g r o u p s c o n t a i n i n g s i x m i c e i n e a c h g r o u p . T h e s a m e d a y , t h e f i r s t t h e r a p y 
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w a s a p p l i e d ( d a y 0 ) . N o n - n e c r o t i c t u m o r s w e r e p r i m a r i l y c h o s e n b e c a u s e , i n t h i s c a se , t h e 

t h e r a p e u t i c a g e n t i s l e s s l i k e l y t o l e a k o u t o f t h e t u m o r . 

3.3.3 Treatment and measurements 

T r e a t m e n t h a s b e e n c a r r i e d o u t a c c o r d i n g t o t h e f o l l o w i n g s c h e m e : 

1 ) M B T A w a s a p p l i e d i n t r a t u m o r a l l y ( 5 0 u L ) t h r e e d a y s i n a r o w , f o l l o w e d b y 5 -

d a y g a p s ( s t a r t i n g f r o m d a y 0 ) . 

2 ) D O N a n d L T P 6 0 7 w e r e a p p l i e d i n t r a p e r i t o n e a l l y ( 1 0 0 u L ) o n c e a w e e k 

( s t a r t i n g f r o m d a y 1 ) . 

3 ) T h e c o n t r o l g r o u p w a s t r e a t e d w i t h 5 0 u L o f P B S i n t r a t u m o r a l l y , t h r e e d a y s i n 

a r o w , f o l l o w e d b y a 5 - d a y g a p ( s t a r t i n g f r o m d a y 0 ) . 

S e v e n g r o u p s o f m i c e w e r e t r e a t e d a c c o r d i n g t o t h e f o l l o w i n g t a b l e : 

Table 1: G r o u p s o f t he e x p e r i m e n t a n d c o r r e s p o n d i n g t r e a t m e n t 

Group 
Intratumoral 

application (right 
tumors) 

Intratumoral 
application 
(left tumors) 

Intraperitoneal 
application 

M B T A / M B T A ( A ) 5 0 (j,L M B T A 5 0 u L M B T A -

M B T A (B) 5 0 (j,L M B T A - -

M B T A / L T P 6 0 7 ( C ) 5 0 a l l M B T A - 1 0 0 u L L T P 6 0 7 

P B S / L T P 6 0 7 (D) 5 0 yL P B S - 1 0 0 ixL L T P 6 0 7 

M B T A / D O N ( E ) 5 0 (j,L M B T A - 1 0 0 yL D O N 

P B S / D O N (F) 5 0 u L P B S - 1 0 0 u L D O N 

P B S (G) 5 0 yL P B S - -

M e a s u r e m e n t s : 

T h e h e i g h t a n d l e n g t h o f t h e t u m o r s w e r e m e a s u r e d i n m i l l i m e t e r s w i t h a n 

e l e c t r o n i c d i g i t a l c a l i p e r . M e a s u r e m e n t s h a v e b e e n p e r f o r m e d f o r 3 0 d a y s , e a c h 

s e c o n d d a y s t a r t i n g f r o m d a y 0 . A f t e r t h a t , m i c e w e r e o b s e r v e d f o r a n a d d i t i o n a l 

9 0 d a y s t o o b t a i n s u r v i v a l r e s u l t s ( F i g u r e 1 4 ) . 
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Figure 14: S c h e m e o f t h e e x p e r i m e n t . (A) 4 0 0 0 0 0 P a n c 0 2 ce l l s w e r e i n j e c t e d i n t o t h e r i g h t a n d 
l e f t f l a n k s o f C 5 7 B L / 6 m i c e . A f t e r 1 2 days , m i c e w e r e r a n d o m l y a s s igned t o 7 g r o u p s ( 6 m i c e 
i n e ach g r o u p ) . F r o m d a y 0 u n t i l d a y 3 0 t r e a t m e n t s a n d m e a s u r e m e n t s w e r e p e r f o r m e d . A f t e r 
t ha t , o b s e r v a t i o n s w e r e m a d e f o r a n a d d i t i o n a l 9 0 days . D a y 1 2 0 rep resen t s t h e e n d o f t h e 
e x p e r i m e n t a n d t h e b e g i n n i n g o f t h e a n a l y s i s o f t h e r e s u l t s o b t a i n e d . (B) T h e s c h e m e o f t r e a t m e n t 
i s s h o w n . M B T A a n d P B S w e r e a p p l i e d i n t r a t u m o r a l l y t h r e e t i m e s i n a r o w w i t h 5 - d a y gaps 
b e t w e e n ( s h o w n as r e d m a r k s o n t h e t i m e l i n e ) , w h i l e D O N a n d L T P 6 0 7 w e r e a p p l i e d 
i n t r a p e r i t o n e a l l y o n c e a w e e k ( s h o w n as y e l l o w m a r k s o n t h e t i m e l i n e ) . T h e days s h o w n i n 
g r e e n i n (B) r ep re sen t t h e days o n w h i c h t u m o r m e a s u r e m e n t s w e r e p e r f o r m e d . 

3.3.4 Evaluation of results 

T u m o r v o l u m e s h a v e b e e n e v a l u a t e d a c c o r d i n g t o t h e f o l l o w i n g f o r m u l a [ 2 2 ] : 

1 
Vl = -n*Al*Bf ( 1 ) 

w h e r e A i s t h e t u m o r l e n g t h , w h i l e B i s t h e t u m o r h e i g h t . 

M e a n v a l u e s a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n ( S D ) h a v e b e e n c a l c u l a t e d f r o m t h e s i x o b t a i n e d 

v a l u e s ( t u m o r v o l u m e s ) : 

( 2 ) 
n 

a = 
i ľ = i W - v y 

n — 1 

w h e r e n = 6 , w h i c h r e p r e s e n t s s i x m i c e i n e a c h g r o u p . 

(3) 
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A d d i t i o n a l l y , t h e s t a n d a r d e r r o r o f t h e m e a n ( S E M ) h a s b e e n c a l c u l a t e d a c c o r d i n g t o 

t h e f o l l o w i n g f o r m u l a : 

S E M = T n W 

T h e e r r o r b a r s o n t h e g r a p h s b e l o w r e p r e s e n t S E M . 

C a l c u l a t i o n s o f t h e a r e a u n d e r t h e c u r v e ( A U C ) h a v e b e e n e v a l u a t e d f o r m e a n t u m o r 

v o l u m e c u r v e s . T o f i n d t h e a r e a u n d e r t h e c u r v e , t h e e q u a t i o n o f t h e f u n c t i o n s h o u l d 

b e k n o w n . T h i s c a n b e o b t a i n e d i f t h e c o o r d i n a t e s o f t w o p o i n t s t h a t l i e o n t h e c u r v e 

a r e k n o w n b y t h e f o l l o w i n g e q u a t i o n : 

y - V i = V 2 - V 1 
'V" "V* "V* 

1 2 1 

T h e e q u a t i o n c a n b e r e a r r a n g e d as f o l l o w s : 

y = * x ( 6 ) 
X 2 ~ X-L X 2 — X-L 

N o w , t h e i n t e g r a t i o n w i t h b o u n d s f r o m x 2 t o x t s h o u l d b e d o n e i n o r d e r t o o b t a i n t h e 

f u n c t i o n f o r t h e a r e a : 

-I *
2 , ( 7 2 -Ji 2 x 1 { y 2 - y 1 ) - y 1 { x 2 - x 1 ) N 

y a x = I * x z * x 
\ X 2 ~  x i X2 — X-i . 

X2 

c J2~Jx f 2 2̂  x t { y 2 - y t ) - y t { x 2 - x t ) 
S = — * ( x | — x { ) * ( x 2 — x { ) 

2 ( x 2 — X]^) x 2 — x-i 

F i n a l l y , w e o b t a i n t h e f o l l o w i n g e q u a t i o n : 

5 = 0 . 5 ( x 2 - x 1 ) ( y 2 + y i ) ( 7 ) 

T h e e q u a t i o n c a n b e f u r t h e r s i m p l i f i e d b e c a u s e x v a l u e s r e p r e s e n t t h e d a y s o f t h e r a p y , 

w h i c h h a s b e e n d o n e o n c e i n t w o d a y s s o t h a t x = [ 0 , 2 , 4 , 6 ... ] . T h e r e f o r e , x 2 — x x 

i s a l w a y s e q u a l t o 2 : 

S = y 2 + y 1 ( 8 ) 

T h e e q u a t i o n c a n b e u s e d t o c a l c u l a t e t h e A U C b e t w e e n t w o d a y s ( e . g . , d a y 0 a n d d a y 

2 ) . T h e t o t a l a r e a i s t h e s u m o f s u c h p i e c e s ( a n e x a m p l e i s s h o w n i n t h e f i g u r e b e l o w , 

w h e r e t h e t o t a l A U C b e t w e e n d a y s 0 a n d 4 i s c a l c u l a t e d ) . T h i s w a y , t h e A U C h a s b e e n 

c a l c u l a t e d f o r e a c h s e p a r a t e m o u s e ( F i g u r e 1 5 ) . A f t e r t h a t , t h e m e a n v a l u e , s t a n d a r d 

d e v i a t i o n , a n d S E M w e r e c a l c u l a t e d . 
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Figure 15: C a l c u l a t i o n o f A U C : m a t h e m a t i c a l m o d e l ( l e f t g r a p h ) a n d i t s a p p l i c a t i o n i n t he 
e x p e r i m e n t ( r i g h t p i c t u r e ) 

T h e o b t a i n e d v a l u e s f o r t h e A U C w e r e a n a l y z e d u s i n g o n e - w a y A N O V A ( T u k e y ' s 

H S D t e s t ) . H o w e v e r , t h e t e s t r e q u i r e s h o m o g e n e i t y o f v a r i a n c e s w h i c h h a s b e e n t e s t e d 

u s i n g t h e C o c h r a n C t e s t . I n t h e cases w h e n t h e d a t a d i d n o t a p p e a r h o m o g e n e o u s , 

l o g 1 0 w a s u s e d . 

S u r v i v a l a n a l y s i s h a s b e e n p r e s e n t e d as K a p l a n - M e i e r c u r v e s , a n d s t a t i s t i c a l 

s i g n i f i c a n c e h a s b e e n a n a l y z e d u s i n g t h e l o g - r a n k t e s t . 

A d d i t i o n a l l y , a p a i r e d T - t e s t h a s b e e n u s e d t o t e s t t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n r i g h t a n d 

l e f t t u m o r s . 

D a t a w e r e a n a l y z e d u s i n g S T A T I S T I C A 1 3 s o f t w a r e ( S t a t S o f t , I n c . , T u l s a , O K , 

U S A ) , a n d t h e g r a p h s w e r e p l o t t e d i n M i c r o s o f t E x c e l . 

2 7 



4 Results 

4.1 Analysis of tumor volumes in the course of therapy 

A l t h o u g h t h e m e a s u r e m e n t s w e r e r u n n i n g f o r 3 0 d a y s , t h e r e s u l t s a r e s h o w n o n l y u n t i l 

d a y 2 6 ( F i g u r e 1 6 ) . D u e t o t h e d e a t h o f m i c e i n s o m e g r o u p s a t t h e e n d o f t h e r a p y , t h e a r e a 

u n d e r t h e c u r v e i n t h e c a s e o f d e a d m i c e c a n n o t b e e v a l u a t e d . 

F i r s t , a c o m p a r i s o n o f M B T A u s e d o n b o t h s i d e s v e r s u s M B T A u s e d o n l y i n t h e r i g h t 

t u m o r s h a s b e e n m a d e . T h e e x p e r i m e n t s h o w e d t h a t w h e n M B T A w a s a p p l i e d t o b o t h s i d e s 

( g r o u p A ) , n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n l e f t a n d r i g h t t u m o r s w e r e o b s e r v e d ( p - v a l u e 

0 . 1 5 8 2 5 f o r g r o u p A i n t h e p a i r e d T - t e s t ) , as c a n b e s e e n f r o m F i g u r e 1 7 . O n t h e o t h e r h a n d , 

i f M B T A i s a p p l i e d o n l y t o t h e r i g h t s i d e ( g r o u p B ) , t h e n a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i s o b s e r v e d 

b e t w e e n t h e l e f t a n d r i g h t t u m o r s ( p - v a l u e 0 . 0 0 0 0 2 f o r g r o u p B i n t h e p a i r e d T - t e s t , F i g u r e 

17 a n d F i g u r e 2 5 ) . F u r t h e r m o r e , T u k e y ' s H S D t e s t r e v e a l e d t h e s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e 

b e t w e e n g r o u p A a n d g r o u p B f o r t h e l e f t s i d e ( a p - v a l u e o f 0 . 0 0 5 9 w a s o b t a i n e d ) . I t i s a l s o 

w o r t h m e n t i o n i n g t h a t , as s h o w n i n F i g u r e 1 9 , n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d 

b e t w e e n t h e g r o u p w h e r e M B T A w a s a p p l i e d t o b o t h s i d e s ( g r o u p A ) a n d t h e g r o u p w h e r e 

M B T A w a s a p p l i e d t o t h e r i g h t t u m o r o n l y a n d c o m b i n e d w i t h L T P 6 0 7 ( g r o u p C ) 

S e c o n d , t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e c o m b i n a t i o n o f M B T A w i t h D O N ( g r o u p E ) a n d 

L T P 6 0 7 ( g r o u p C ) w a s e v a l u a t e d . T u k e y ' s H S D t e s t d i d n o t s h o w s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e s 

b e t w e e n t h e s e g r o u p s ( p - v a l u e s o f 0 . 9 9 8 4 a n d 0 . 9 5 8 9 f o r r i g h t a n d l e f t t u m o r s , r e s p e c t i v e l y , 

F i g u r e 1 8 ) . H o w e v e r , a s i g n i f i c a n t s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e w a s o b s e r v e d b e t w e e n t h e r i g h t a n d 

l e f t t u m o r s i n g r o u p E b u t n o t i n g r o u p C ( p - v a l u e o f 0 . 1 7 0 2 a n d 0 . 0 0 0 8 f o r g r o u p C a n d E 

i n t h e p a i r e d T - t e s t , r e s p e c t i v e l y ) . 

F i n a l l y , t h e s y n e r g y b e t w e e n M B T A a n d L T P 6 0 7 w a s a n a l y z e d . A s c a n b e s e e n f r o m 

F i g u r e 2 0 , t h e r e i s a s i g n i f i c a n t s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e g r o u p s i n w h i c h L T P 6 0 7 

w a s c o m b i n e d w i t h M B T A ( g r o u p C ) a n d w i t h P B S ( g r o u p D ) . T u k e y ' s H S D t e s t r e s u l t e d 

i n p - v a l u e s o f 0 . 0 1 4 5 a n d 0 . 0 0 3 4 f o r r i g h t a n d l e f t t u m o r s , r e s p e c t i v e l y . I n a d d i t i o n , a 

s i g n i f i c a n t s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e i n l e f t t u m o r s c a n b e o b s e r v e d w h e n w e c o m p a r e g r o u p C 

a n d g r o u p B ( i n w h i c h M B T A w a s u s e d a l o n e ) . A p - v a l u e o f 0 . 0 0 2 5 w a s o b t a i n e d i n t h e 

T u k e y H S D t e s t ( F i g u r e 2 1 ) . F u r t h e r m o r e , t h e v o l u m e s o f t h e l e f t t u m o r i n g r o u p B ( w h e r e 

M B T A h a s b e e n a p p l i e d a l o n e ) a r e n o t s t a t i s t i c a l l y d i f f e r e n t f r o m t h o s e o f t h e c o n t r o l g r o u p 

G ( p - v a l u e i s 0 . 8 2 4 4 i n T u k e y ' s H S D t e s t , F i g u r e 2 3 ) . I n a d d i t i o n , n o d i f f e r e n c e s w e r e 

o b s e r v e d b e t w e e n c o n t r o l g r o u p G a n d t h e g r o u p w h e r e L T P 6 0 7 w a s c o m b i n e d w i t h P B S 
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( g r o u p D ) , as c a n b e s e e n i n F i g u r e 2 2 . T h e s y n e r g y o f M B T A w i t h L T P 6 0 7 a n d M B T A 

w i t h D O N i s s u m m a r i z e d i n F i g u r e 2 4 . 

A 

0 -I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 
Day of therapy 

Figure 16: 4 0 0 0 0 0 P a n c 0 2 ce l l s w e r e i n j e c t e d i n t o t h e r i g h t a n d l e f t f l a n k s o f C 5 7 B L / 6 m i c e . A f t e r 
12 days , t h e m i c e w e r e r a n d o m l y a s s igned t o 7 g r o u p s ( 6 m i c e i n each g r o u p ) : M B T A / M B T A ( b o t h 
t u m o r s w e r e t r ea t ed w i t h M B T A ) , M B T A ( o n l y r i g h t t u m o r s w e r e t r ea t ed w i t h M B T A ) , 
M B T A / L T P 6 0 7 ( r i g h t t u m o r s w e r e t r e a t e d w i t h M B T A , L T P 6 0 7 w a s u s e d i n t r a p e r i t o n e a l l y ) , 
P B S / L T P 6 0 7 ( r i g h t t u m o r s w e r e t r ea t ed w i t h P B S , L T P 6 0 7 w a s u sed i n t r a p e r i t o n e a l l y ) , M B T A / D O N 
( r i g h t t u m o r s w e r e t r e a t e d w i t h M B T A , D O N w a s u sed i n t r a p e r i t o n e a l l y ) , P B S / D O N ( r i g h t t u m o r s 
w e r e t r e a t e d w i t h P B S , D O N w a s u sed i n t r a p e r i t o n e a l l y ) , P B S ( r i g h t t u m o r s w e r e t r e a t e d w i t h P B S ) . 
T h e v o l u m e o f t h e r i g h t t u m o r s ( A ) a n d t h e l e f t t u m o r s (B) i s s h o w n as a g r o w t h c u r v e . T u k e y ' s H S D 
tes t has b e e n p e r f o r m e d ( * p < 0 . 0 5 , * * p < 0 . 0 1 , * * * p < 0 . 0 0 5 , * * * * p < 0 . 0 0 1 , * * * * * p < 0 . 0 0 0 5 , 
* * * * * * p < 0 . 0 0 0 1 ) . 
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Figure 17: C o m p a r i s o n o f M B T A a p p l i e d t o b o t h s ides a n d M B T A a p p l i e d t o t h e r i g h t t u m o r o n l y . 
T u k e y ' s H S D t e s t c o n f i r m e d a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n these g r o u p s f o r b o t h s ides ( r i g h t ( R ) a n d 
l e f t ( L ) ) . M o r e o v e r , t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e r i g h t a n d l e f t t u m o r s c a n be de tec ted b y p a i r e d T - t e s t 
i n t he g r o u p w h e r e M B T A w a s a p p l i e d o n l y t o t he right t u m o r s ( * * p < 0 . 0 1 , * * * * * * p < 0 . 0 0 0 1 ) . 

300 

250 

MBTA/LTPG07 (R) 

MBTA/DON (R) 

MBTA/LTP607 (L) 

MBT A/DON (L) 

10 12 14 16 
Day of therapy 

18 20 22 24 26 

Figure 18: C o m p a r i s o n o f M B T A c o m b i n e d w i t h D O N a n d M B T A c o m b i n e d w i t h L T P 6 0 7 . T h e 
p a i r e d T - t e s t r e v e a l e d t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e r i g h t a n d l e f t t u m o r s i n t he g r o u p w h e r e M B T A w a s 
c o m b i n e d w i t h D O N ( * * * * p < 0 . 0 0 1 ) 
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Figure 19: C o m p a r i s o n o f M B T A a p p l i e d t o b o t h s ides a n d M B T A a p p l i e d o n l y t o t h e r i g h t s ide b u t 
c o m b i n e d w i t h L T P 6 0 7 . N o s i g n i f i c a n t s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e i n m e a n t u m o r v o l u m e w a s c o n f i r m e d 

12 14 16 
Day of therapy 

Figure 20: C o m p a r i s o n o f M B T A c o m b i n e d w i t h L T P 6 0 7 a n d P B S c o m b i n e d w i t h L T P 6 0 7 . T u k e y ' s 
H S D test c o n f i r m e d t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n these g r o u p s o n t he l e f t ( L ) a n d r i g h t ( R ) s ides ( * p < 0 . 0 5 , 
* * * p < 0 . 0 0 5 ) 
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Figure 21: C o m p a r i s o n o f M B T A c o m b i n e d w i t h L T P 6 0 7 a n d M B T A a p p l i e d s o l e l y t o r i g h t t u m o r s . 
T u k e y ' s H S D t e s t r e v e a l e d t h e d i f f e r e n c e i n m e a n t u m o r v o l u m e s f o r b o t h sides b e t w e e n these g r o u p s . 
F u r t h e r m o r e , t he p a i r e d T - t e s t s h o w s t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n l e f t a n d r i g h t t u m o r s i n t he g r o u p w h e r e 
M B T A w a s a p p l i e d a l o n e ( * * * p < 0 . 0 0 5 , * * * * * * p < 0 . 0 0 0 1 ) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 2 24 26 
Day of therapy 

Figure 22: C o m p a r i s o n o f P B S a n d P B S c o m b i n e d w i t h L T P 6 0 7 . N o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e w a s 
de tec ted i n m e a n t u m o r v o l u m e . T h e r e f o r e , t h e a p p l i c a t i o n o f L T P 6 0 7 a l o n e i s n o t e n o u g h t o 
s i g n i f i c a n t l y r e d u c e t u m o r v o l u m e . 
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Figure 23: C o m p a r i s o n o f M B T A a p p l i e d o n l y i n r i g h t t u m o r s a n d P B S . T u k e y ' s H S D tes t 
r e v e a l e d t h a t a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n m e a n t u m o r v o l u m e c a n be o b s e r v e d b e t w e e n t h e r i g h t 
t u m o r s b u t n o t b e t w e e n t h e l e f t ones . T h e p a i r e d T - t e s t f u r t h e r c o n f i r m e d t h i s d i f f e r e n c e b e t w e e n 
t h e r i g h t a n d l e f t t u m o r s i n t h e g r o u p w h e r e M B T A w a s a p p l i e d ( * p < 0 . 0 5 , * * * * * * p < 0 . 0 0 0 1 ) 
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Figure 24: S y n e r g y b e t w e e n M B T A a n d L T P 6 0 7 a n d b e t w e e n M B T A a n d D O N . Y e l l o w c o l o r 
r ep resen t s t he c o m b i n a t i o n o f t w o t h e r a p i e s . G r e e n c o l o r r ep resen t s each t h e r a p y w h i c h w a s 
a p p l i e d i n d i v i d u a l l y . P B S i s t he c o n t r o l g r o u p . T h e s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e b e t w e e n g r o u p s 
r e p r e s e n t v a l u e s o b t a i n e d f r o m T u k e y ' s H S D t e s t ( x m e a n s p > 0 . 0 5 , * p < 0 . 0 5 , * * * p < 0 . 0 0 5 ) . 
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4.2 Area under the curve calculations 

T h e A U C h a s b e e n c a l c u l a t e d f o r e a c h s e p a r a t e m o u s e . I t c a n b e s e e n f r o m F i g u r e 2 9 t h a t 

t h e v a r i a n c e s b e t w e e n t h e g r o u p s a r e n o t h o m o g e n e o u s f o r t h e r i g h t t u m o r s . T h e 

d i f f e r e n c e i n v a r i a n c e h a s b e e n c o n f i r m e d b y t h e C o c h r a n C t e s t . T h e r e f o r e , l o g 1 0 o f t h e 

d a t a , w h i c h r e s u l t e d i n h o m o g e n e o u s v a r i a n c e s , w a s u s e d t o c a l c u l a t e T u k e y ' s t e s t . 

T h e v a l u e s o b t a i n e d f o r A U C ( i n t h e w a y d e m o n s t r a t e d i n F i g u r e 1 5 ) w e r e u s e d t o 

c a l c u l a t e r e l a t i v e v a l u e s ( T a b l e 1 5 ) w i t h r e s p e c t t o c o n t r o l g r o u p G , w h i c h c o n s t i t u t e s 

1 0 0 % . T h e o b t a i n e d v a l u e s w e r e g r a p h i c a l l y r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 2 5 . T h e b e s t r e s u l t i n 

v o l u m e r e d u c t i o n w a s o b t a i n e d f o r g r o u p C , i n w h i c h M B T A w a s c o m b i n e d w i t h L T P 6 0 7 . 

T u m o r r e d u c t i o n w a s 2 1 . 2 , a n d 2 3 . 3 % c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l g r o u p f o r r i g h t a n d l e f t 

t u m o r s , r e s p e c t i v e l y . 

F i g u r e 3 1 ( A ) d e m o n s t r a t e s t h a t r i g h t t u m o r s i n g r o u p s A ( w h e r e M B T A w a s 

a p p l i e d t o b o t h s i d e s ) a n d B ( w h e r e M B T A w a s a p p l i e d o n l y t o r i g h t t u m o r s ) w e r e 

s t a t i s t i c a l l y d i f f e r e n t f r o m r i g h t t u m o r s i n t h e c o n t r o l g r o u p ( G ) a l r e a d y o n t h e 4 t h o f 

t h e r a p y . I n a d d i t i o n , w e c a n s ee t h a t t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n g r o u p s A a n d B s t a y e d a b o v e 

t h e t h r e s h o l d o f 0 . 0 5 a n d t h u s w a s a l w a y s n o t s i g n i f i c a n t ; h o w e v e r , i t i s v i s i b l e t h a t t h e p -

v a l u e w a s s t e a d i l y d e c r e a s i n g . S o m e t h i n g d i f f e r e n t w a s o b t a i n e d f o r t h e l e f t t u m o r s i n 

F i g u r e 3 1 ( B ) . H e r e w e c a n see t h a t t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n g r o u p A a n d c o n t r o l i s s i m i l a r 

t o t h e s i t u a t i o n i n t h e r i g h t t u m o r s . O n t h e o t h e r h a n d , M B T A w a s n o t a p p l i e d t o l e f t 

t u m o r s i n g r o u p B , a n d t h u s , t h e p - v a l u e b e t w e e n g r o u p s A a n d B w a s d e c r e a s i n g u n t i l i t 

c r o s s e d t h e t h r e s h o l d a t d a y 1 2 . A t t h i s p o i n t , w e o b s e r v e d a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e 

b e t w e e n g r o u p s A a n d B f o r l e f t t u m o r s . F i n a l l y , i t c a n b e n o t i c e d t h a t t h e s t a t i s t i c a l 

d i f f e r e n c e b e t w e e n g r o u p s B a n d G d i d n o t c h a n g e m o n o t o n i c a l l y , a l t h o u g h t h e d i f f e r e n c e 

w a s n o t s i g n i f i c a n t t h r o u g h o u t t h e w h o l e t h e r a p y p r o g r e s s i o n . 
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Figure 25: M e a n A U C v a l u e s r e l a t i v e t o t h e c o n t r o l g r o u p v a l u e ( t h e v a l u e o b t a i n e d f o r t h e 
g r o u p w h e r e P B S w a s u sed i s c o n s i d e r e d t o be 1 0 0 % ) . B l a c k bars r ep resen t r i g h t t u m o r s , 
w h i l e y e l l o w bars r e p r e s e n t l e f t t u m o r s 

4.3 Survival analysis 

A s c a n b e s e e n f r o m T a b l e 3 , t h e b e s t s u r v i v a l r e s u l t s w e r e o b t a i n e d w h e n M B T A w a s 

a p p l i e d t o b o t h s i d e s ( g r o u p A ) , w h e r e t h e m e a n l i f e s p a n w a s 9 8 d a y s . L o g - r a n k t e s t 

r e v e a l e d t h e s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e b e t w e e n g r o u p A a n d a l l o t h e r g r o u p s ( F i g u r e 2 6 ) 

b e s i d e s g r o u p s w h e r e M B T A a p p l i e d t o o n e s i d e w a s c o m b i n e d w i t h L T P 6 0 7 ( g r o u p C ) 

a n d D O N ( g r o u p E ) ( p - v a l u e s 0 . 3 2 8 5 a n d 0 . 0 8 5 6 f o r g r o u p C a n d g r o u p E , r e s p e c t i v e l y ) . 

I n a d d i t i o n , a c o m p l e t e c u r e w a s o b s e r v e d o n l y i n g r o u p A ( i n w h i c h t h r e e m i c e s u r v i v e d 

t i l l t h e e n d o f t h e e x p e r i m e n t ( 1 2 0 d a y s ) ) a n d i n g r o u p C ( i n w h i c h o n e m o u s e s u r v i v e d , 

T a b l e 2 ) . 

H o w e v e r , i f w e c o n s i d e r t h e g r o u p w h e r e M B T A w a s a p p l i e d o n l y t o o n e s i d e 

( g r o u p B ) , t h e n i t w a s o b t a i n e d t h a t t h i s g r o u p s i g n i f i c a n t l y d i f f e r s f r o m t w o g r o u p s : g r o u p 

A ( M B T A a p p l i e d t o b o t h s i d e s ) a n d g r o u p C ( M B T A c o m b i n e d w i t h L T P 6 0 7 ) b u t n o 

d i f f e r e n c e w a s o b s e r v e d w i t h g r o u p E w h e r e M B T A w a s c o m b i n e d w i t h D O N . T h e 

c o r r e s p o n d i n g p - v a l u e s 0 . 0 2 4 2 , 0 . 0 2 8 8 , a n d 0 . 0 5 2 8 w e r e o b t a i n e d i n t h e L o g - r a n k t e s t 

w h e n g r o u p B w a s c o m p a r e d t o g r o u p s A , C , a n d E , r e s p e c t i v e l y . 

I n a d d i t i o n , t h e r e w a s n o t a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n g r o u p s B a n d G ( w h i c h 

i s t h e c o n t r o l g r o u p ) , w h e r e a p - v a l u e o f 0 . 1 5 6 5 w a s o b t a i n e d i n t h e L o g - r a n k t e s t . I n a 

s i m i l a r w a y , w h e n L T P 6 0 7 w a s c o m b i n e d w i t h P B S ( g r o u p D ) , n o d i f f e r e n c e f r o m t h e 
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c o n t r o l g r o u p w a s o b s e r v e d ( p - v a l u e 0 . 1 5 4 0 ) . H o w e v e r , a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e w i t h t h e 

c o n t r o l g r o u p w a s c o n f i r m e d w h e n D O N w a s c o m b i n e d w i t h P B S ( a p - v a l u e o f 0 . 0 2 0 1 

w a s o b t a i n e d i n t h e L o g - r a n k t e s t ) . 

Table 2: L i f e s p a n o f m i c e i n d a y s ( 1 2 0 days i s a t h r e s h o l d i n d i c a t i n g t h a t t h e m o u s e i s 
c u r e d ) 

M o u s e L i f e s p a n / d a y s M o u s e L i f e s p a n / d a y s 
A l 1 2 0 D 4 5 6 
A 2 7 1 D 5 2 6 
A 3 1 2 0 D 6 5 9 
A 4 1 2 0 E l 8 8 
A 5 5 6 E 2 9 8 
A 6 9 8 E 3 7 0 
B l 3 7 E 4 8 6 
B 2 6 1 E 5 7 3 
B 3 3 7 E 6 4 9 
B 4 5 9 F l 7 7 
B 5 4 0 F 2 5 1 
B 6 7 7 F 3 8 8 
C I 1 1 1 F 4 5 6 
C 2 9 4 F 5 5 9 
C 3 1 2 0 F 6 5 3 
C 4 7 7 G l 2 8 
C 5 6 5 G 2 4 0 
C 6 7 0 G 3 4 5 
D l 2 8 G 4 2 4 
D 2 7 0 G 5 4 0 
D 3 4 5 G 6 5 3 

Table 3: M e a n l i f e s p a n i n days f o r a l l g r o u p s 

M e a n l i f e s p a n / d a y s 
M B T A / M B T A ( A ) 9 8 

M B T A ( B ) 5 2 
M B T A / L T P 6 0 7 ( C ) 9 0 

G r o u p P B S / L T P 6 0 7 ( D ) 4 7 
M B T A / D O N ( E ) 7 7 

P B S / D O N ( F ) 6 4 
P B S ( G ) 3 8 
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Figure 26: 4 0 0 0 0 0 P a n c 0 2 ce l l s w e r e i n j e c t e d i n t o t h e r i g h t a n d l e f t f l a n k s o f C 5 7 B L / 6 m i c e . A f t e r 
12 d a y s , m i c e w e r e r a n d o m i z e d i n t o s e v e n g r o u p s ( s i x m i c e i n each g r o u p ) : M B T A / M B T A ( b o t h 
t u m o r s w e r e t r ea t ed w i t h M B T A ) , M B T A ( o n l y r i g h t t u m o r s w e r e t r ea t ed w i t h M B T A ) , 
M B T A / L T P 6 0 7 ( r i g h t t u m o r s w e r e t r ea t ed w i t h M B T A , L T P 6 0 7 w a s u s e d i n t r a p e r i t o n e a l l y ) , 
P B S / L T P 6 0 7 ( r i g h t t u m o r s w e r e t r ea t ed w i t h P B S , L T P 6 0 7 w a s used i n t r a p e r i t o n e a l l y ) , 
M B T A / D O N ( r i g h t t u m o r s w e r e t r e a t e d w i t h M B T A , D O N w a s u s e d i n t r a p e r i t o n e a l l y ) , P B S / D O N 
( r i g h t t u m o r s w e r e t r e a t e d w i t h P B S , D O N w a s u sed i n t r a p e r i t o n e a l l y ) , P B S ( r i g h t t u m o r s w e r e 
t r e a t e d w i t h P B S ) . T h e r e s u l t s w e r e s h o w n as K a p l a n - M e i e r c u r v e s . L o g - r a n k tes t has b e e n 
p e r f o r m e d ( * p < 0 . 0 5 , * * p < 0 . 0 1 , * * * p < 0 . 0 0 5 , * * * * p < 0 . 0 0 1 , * * * * * p < 0 . 0 0 0 5 , * * * * * * p < 0 . 0 0 0 1 ) . 
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5 Discussion 

D e s p i t e c o n t i n u o u s r e s e a r c h a n d p r o g r e s s , p a n c r e a t i c c a n c e r r e m a i n s a v e r y c h a l l e n g i n g t y p e 

o f c a n c e r [ 6 5 ] . D r i v i n g b y v a r i o u s m u t a t i o n s , t h i s c a n c e r o f t e n a c q u i r e s m e t a s t a t i c a n d i n v a s i v e 

c h a r a c t e r [ 6 5 ] . A l t h o u g h p r i m a r y t u m o r s c a n b e f o u n d a n d t r e a t e d r e l a t i v e l y e a s i l y , s e c o n d a r y 

t u m o r s a r e n o t a l w a y s r e a c h a b l e . T h i s i s t h e r e a s o n w h y m e t a s t a s i s i s t h e l e a d i n g c a u s e o f 

c a n c e r - r e l a t e d d e a t h s [ 8 5 ] . 

T h e r e f o r e , t h e o b j e c t i v e o f t h e e x p e r i m e n t w a s t o s i m u l a t e t h e a c t u a l s i t u a t i o n a n d t r y t o 

c u r e m i c e w i t h s e c o n d a r y t u m o r s w i t h o u t d i r e c t ( i n t r a t u m o r a l ) t r e a t m e n t o f t h e s e s e c o n d a r y 

t u m o r s . I t w a s s h o w n t h a t i t w a s p o s s i b l e t o a c h i e v e s i g n i f i c a n t t u m o r r e d u c t i o n o n b o t h s i d e s 

w h e n M B T A w a s a p p l i e d t o b o t h s i d e s . M B T A a p p l i e d i n t h i s m a n n e r s h o w e d t h e b e s t r e s u l t 

i n t e r m s o f m i c e s u r v i v a l , w h e r e t h e m e a n l i f e s p a n w a s 9 8 d a y s f r o m t h e f i r s t d a y o f t h e r a p y . 

A d d i t i o n a l l y , h a l f o f t h e m i c e i n t h i s g r o u p ( g r o u p A ) w e r e c o m p l e t e l y c u r e d a t t h e e n d o f 

t h e r a p y . 

H o w e v e r , M B T A a p p l i e d t o o n l y t h e r i g h t t u m o r s w a s n o t s u f f i c i e n t t o r e d u c e t h e 

v o l u m e o f t h e l e f t t u m o r s . T h e s e r e s u l t s a r e t o t a l l y c o n s i s t e n t w i t h t h e d a t a p r e v i o u s l y r e p o r t e d 

b y U h e r , C a i s o v a e t a l . , w h o c a m e t o t h e c o n c l u s i o n t h a t M B T A a p p l i e d a l o n e i s n o t s u f f i c i e n t 

t o e r a d i c a t e d i s t a n t s e c o n d a r y t u m o r s [ 7 8 ] . F u r t h e r m o r e , w e f o u n d t h a t M B T A a p p l i e d a l o n e 

i s n o t s u f f i c i e n t t o p r o l o n g t h e l i f e s p a n o f m i c e s i g n i f i c a n t l y . 

A s m e n t i o n e d a b o v e , t h e l e f t t u m o r s i n g r o u p B ( M B T A ) w e r e d i f f e r e n t f r o m t h e l e f t 

t u m o r s i n g r o u p A ( M B T A / M B T A ) a t t h e e n d o f t h e r a p y . T h i s m a k e s s e n s e i f w e c o n s i d e r 

t h a t t h e l e f t t u m o r s w e r e t r e a t e d d i r e c t l y i n g r o u p A b u t n o t i n g r o u p B . H o w e v e r , t h e s t a t i s t i c a l 

d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e s e g r o u p s w a s e s t a b l i s h e d o n l y o n t h e 1 2 t h d a y o f t h e r a p y . F u r t h e r m o r e , 

t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n g r o u p B a n d c o n t r o l g r o u p ( G ) b e g a n t o d e c r e a s e s t e a d i l y o n d a y 1 4 . 

W h a t i s t h e r e a s o n b e h i n d t h i s p h e n o m e n o n ? I t i s w e l l k n o w n t h a t i n n a t e i m m u n i t y e n t e r s i n t o 

p l a y m u c h e a r l i e r t h a n a d a p t i v e i m m u n i t y [ 6 ] . T h u s , I w o u l d a s s u m e t h a t t h e m a i n e f f e c t a n d 

t u m o r r e d u c t i o n i n g r o u p B a t t h e b e g i n n i n g o f t h e r a p y a r e e x p l a i n e d b y T L R l i g a n d s w h i c h 

a r e i n c l u d e d i n M B T A t h e r a p y . I t i s k n o w n t h a t T L R l i g a n d s ( f o r e x a m p l e , r e s i q u i m o d ) i n d u c e 

t h e p r o d u c t i o n o f v a r i o u s c y t o k i n e s [ 4 ] . S o m e o f t h e m ( s u c h as I L - 6 a n d T N F - a ) m i g h t a c t i n 

a n e n d o c r i n e w a y a n d t h u s b e r e s p o n s i b l e f o r t h e o b s e r v e d d i s t a n t e f f e c t s [ 6 1 ] . O n t h e o t h e r 

h a n d , m a n n a n - B A M ac t s as a n a r t i f i c i a l o p s o n i n a n d i n d u c e s c o m p l e m e n t a n d p h a g o c y t o s i s . 

I t r e c r u i t s p h a g o c y t e s ( s u c h as n e u t r o p h i l s ) a n d t h u s l e a d s t o t u m o r e l i m i n a t i o n [ 7 7 ] . H o w e v e r , 

i t i s u n l i k e l y t h a t m a n n a n - B A M c a n w o r k o n d i s t a n c e , a n d t h u s , n o n - t r e a t a b l e t u m o r s ( l e f t ) 

m o s t c e r t a i n l y w e r e n o t o p s o n i z e d . T h u s , t u m o r r e d u c t i o n w a s n o t t h a t e f f e c t i v e , a n d a f t e r 
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s o m e p e r i o d o f t i m e , t h e r e d u c t i o n o f t u m o r s s t o p p e d b e c a u s e o f p o s s i b l e r e s i s t a n c e t h a t c o u l d 

a r i s e t o t r e a t m e n t w i t h T L R l i g a n d s . I t i s a l s o w o r t h m e n t i o n i n g t h a t t h e M B T A a d m i n i s t r a t i o n 

s c h e m e ( 3 d a y s i n a r o w w i t h 5 - d a y g a p s ) i s u s e d t o d e c r e a s e t h e p r o b a b i l i t y o f d e v e l o p i n g 

T L R r e s i s t a n c e [ 7 7 ] . 

O f t e n , m o n o t h e r a p y i s i n e f f i c i e n t i n c a n c e r t h e r a p y , a n d a m o r e s o p h i s t i c a t e d a p p r o a c h 

i s r e q u i r e d . T h u s , o n e w a y t o i m p r o v e t h e e f f e c t o f t r e a t m e n t i s t o c o m b i n e s e v e r a l a p p r o a c h e s 

t h a t a c t t o g e t h e r a g a i n s t c a n c e r [ 1 2 ] . T h e s t r a t e g y i s o f t e n b e n e f i c i a l a n d r e s u l t s i n h i g h e r 

e f f i c i e n c y a n d r e d u c e s t h e d r u g r e s i s t a n c e e f f e c t [ 1 2 ] . A l t h o u g h M B T A t h e r a p y i s g e n e r a l l y 

n o t a m o n o t h e r a p y a n d c o n s i s t s o f s e v e r a l a c t i v e c o m p o n e n t s , i t s e f f e c t c a n b e f u r t h e r 

i m p r o v e d b y c o m b i n i n g w i t h o t h e r m e t h o d s t h a t u t i l i z e d i f f e r e n t m e c h a n i s m s . F o r e x a m p l e , 

M B T A w a s p r e v i o u s l y s h o w n t o b e a b l e t o b e c o m b i n e d w i t h r a d i o t h e r a p y [ 7 8 ] . 

I n t h i s s t u d y , w e f o c u s e d o n c o m b i n i n g M B T A w i t h d r u g s t h a t b r o a d l y i n h i b i t 

g l u t a m i n e - u t i l i z i n g p a t h w a y s . T h e r e a r e s e v e r a l r e a s o n s w h y e x a c t l y g l u t a m i n e m e t a b o l i s m 

w a s c h o s e n as a p r i m a r y t a r g e t . I t i s w e l l k n o w n t h a t c a n c e r c e l l s a r e s h o w n t o b e g l u t a m i n e -

d e p e n d e n t c e l l s a n d u s e t h e m i n m a n y p a t h w a y s t h a t r e s u l t i n t h e g e n e r a t i o n o f e n e r g y , t h e 

g e n e r a t i o n o f r e d u c i n g e q u i v a l e n t s , a n d t h e b i o s y n t h e s i s o f n u c l e o t i d e s [ 6 0 ] . 

T h e s e c o n d r e a s o n w h y w e c h o s e t h i s s t r a t e g y w a s t h e d a t a t h a t h a v e b e e n r e p o r t e d t o 

s h o w t h a t i n h i b i t i o n o f g l u t a m i n e m e t a b o l i s m c a n b e s u c c e s s f u l l y c o m b i n e d w i t h 

i m m u n o t h e r a p y . I t w a s p r e v i o u s l y r e p o r t e d t h a t D O N c o u l d e n h a n c e t h e t h e r a p e u t i c e f f e c t o f 

i m m u n o t h e r a p y t h r o u g h s e v e r a l m e c h a n i s m s [ 4 4 ] . D O N n o t o n l y k i l l s t u m o r c e l l s , b u t i t a l s o 

p l a y s a r o l e i n c h a n g i n g t h e t u m o r m i c r o e n v i r o n m e n t a n d t h u s p r e v e n t s t h e d e v e l o p m e n t o f a n 

i m m u n o s u p p r e s s i v e m e d i u m [ 4 4 ] . 

I n t h i s t h e s i s , t h e c o m b i n a t i o n o f M B T A w i t h D O N a n d L T P 6 0 7 ( w h i c h i s t h e p r o d r u g 

o f D O N ) w a s s t u d i e d . T h e b e s t r e s u l t w a s a c h i e v e d w h e n M B T A w a s c o m b i n e d w i t h t h e 

i n t r a p e r i t o n e a l a p p l i c a t i o n o f L T P 6 0 7 ( g r o u p C ) . I n t h i s c a s e , o n l y t h e r i g h t t u m o r s w e r e 

t r e a t e d w i t h M B T A , b u t t h e s e r i g h t t u m o r s w e r e n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m t h e l e f t 

t u m o r s . F u r t h e r m o r e , t h e g r o u p w a s c o m p a r a b l e ( n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e ) w i t h t h e g r o u p 

w h e r e M B T A w a s a p p l i e d t o b o t h s i d e s i n t e r m s o f t u m o r v o l u m e s a n d s u r v i v a l r e s u l t s . T h e 

m o s t s i g n i f i c a n t t u m o r r e d u c t i o n w a s o b s e r v e d i n t h i s g r o u p . T h e c o m b i n a t i o n o f M B T A w i t h 

L T P 6 0 7 w a s a b l e t o r e d u c e t u m o r s f i v e t i m e s c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l g r o u p . F u r t h e r m o r e , 

o n e o u t o f s i x m i c e w a s c o m p l e t e l y c u r e d a n d s u r v i v e d u n t i l t h e e n d o f t h e e x p e r i m e n t . I t i s 

i m p o r t a n t t o m e n t i o n t h a t t h e c o m b i n a t i o n o f M B T A w i t h D O N ( g r o u p E ) r e s u l t e d i n b e t t e r 

r e s u l t s c o m p a r e d t o t h e s i t u a t i o n w h e r e M B T A w a s u s e d a l o n e . S u r v i v a l a n d t u m o r r e d u c t i o n 
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r e s u l t s i n g r o u p E ( M B T A c o m b i n e d w i t h D O N ) w e r e c o m p a r a b l e t o g r o u p C w h e r e M B T A 

w a s c o m b i n e d w i t h L T P 6 0 7 . H o w e v e r , i n t h e c a s e o f D O N ( g r o u p E ) , t h e r i g h t t u m o r s w e r e 

s t i l l s i g n i f i c a n t l y s m a l l e r t h a n t h e l e f t t u m o r s ( w h i c h w e r e n o t t r e a t e d d i r e c t l y ) . 

D e p e n d i n g o n t h e e f f e c t o b s e r v e d , d r u g c o m b i n a t i o n s c a n b e c h a r a c t e r i z e d as 

s y n e r g i s t i c , a n t a g o n i s t i c , o r a d d i t i v e [ 6 2 ] . M a k e l a e t a l . d e s c r i b e s y n e r g y as t h e c o m b i n a t i o n 

o f s e v e r a l t y p e s o f t r e a t m e n t s t h a t r e s u l t s i n a m o r e s i g n i f i c a n t e f f e c t t h a n t h e s u m o f e a c h 

t r e a t m e n t i n d i v i d u a l l y [ 5 0 ] . I n t h i s s t u d y , w e o b s e r v e d t h e s y n e r g y b e t w e e n L T P 6 0 7 a n d 

M B T A , w h i c h w a s d e t e r m i n e d u s i n g t h e T u k e y H S D t e s t o b t a i n e d f o r l e f t t u m o r s a n d s u r v i v a l 

a n a l y s i s ( L o g - r a n k t e s t ) . I n t h i s c a s e , w e c a n s a y t h a t t h e c o m b i n a t i o n w o r k s b e t t e r t h a n e a c h 

c o m p o n e n t ( L T P 6 0 7 o r M B T A ) i n d i v i d u a l l y . M o r e o v e r , t h e c o m p o n e n t s a p p l i e d s e p a r a t e l y 

d i d n o t r e s u l t i n s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l g r o u p . S i m i l a r o b s e r v a t i o n s 

w e r e d e t e c t e d i n t h e s u r v i v a l r e s u l t s . N e i t h e r L T P 6 0 7 n o r M B T A w a s a p p l i e d t o l e f t t u m o r s , 

a n d t h u s t h e e f f e c t o f t h e i r c o m b i n a t i o n i s p o s s i b l e t o d e t e c t i n l e f t t u m o r s . O n t h e o t h e r h a n d , 

M B T A w a s u s e d d i r e c t l y i n t h e r i g h t t u m o r s . T h e c o m b i n a t i o n e f f e c t , i n t h i s c a s e , i s m u c h 

m o r e d i f f i c u l t t o e v a l u a t e p r e c i s e l y . T h i s c o u l d e x p l a i n w h y n o d i f f e r e n c e i n r i g h t t u m o r s w a s 

o b s e r v e d b e t w e e n t h e g r o u p i n w h i c h M B T A w a s u s e d a l o n e a n d t h e g r o u p i n w h i c h i t w a s 

c o m b i n e d w i t h L T P 6 0 7 . 

H o w e v e r , i t i s w o r t h m e n t i o n i n g t h a t s y n e r g y b e t w e e n D O N a n d M B T A i n t e r m s o f 

s u r v i v a l r e s u l t s w a s n o t o b s e r v e d . T h r e e g r o u p s w h e r e M B T A w a s u s e d a l o n e , D O N w a s u s e d 

a l o n e , a n d D O N w a s c o m b i n e d w i t h M B T A w e r e n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m e a c h o t h e r . 

E v e n b e i n g a b l e t o i n c r e a s e t h e l i f e s p a n , D O N s e e m s t o a f f e c t i m m u n o t h e r a p y , a n d t h u s t h e 

e f f i c i e n c y o f s u c h a c o m b i n a t i o n t e n d s t o b e n o t as h i g h . 

A l t h o u g h i t i s b e y o n d t h e s c o p e o f t h i s s t u d y t o e x p l a i n w h y s y n e r g y h a s b e e n o b s e r v e d 

w i t h L T P 6 0 7 b u t n o t w i t h D O N , I w o u l d p r o p o s e t h a t t h e r e a s o n i s t h e h i g h e r s e l e c t i v i t y o f 

L T P 6 0 7 t o w a r d t u m o r c e l l s . I n t u r n , s e l e c t i v i t y i s p r o v i d e d b y t w o e n z y m e s ( o r a t l e a s t o n e 

e n z y m e ) t h a t a r e r e q u i r e d t o l i b e r a t e D O N f r o m i t s p r o d r u g . M B T A t h e r a p y , a l t h o u g h i t 

i n v o l v e s m a n y c e l l t y p e s , h a s b e e n s h o w n t o b e p r i m a r i l y d e p e n d e n t o n t w o t y p e s o f i m m u n e 

c e l l s : n e u t r o p h i l s a n d C D 4 + l y m p h o c y t e s [ 7 7 , 7 8 ] . A l t h o u g h l y m p h o c y t e s a r e a l s o c o n s i d e r e d 

g l u t a m i n e - d e p e n d e n t c e l l s [ 2 4 ] , t h e r e i s n o s t r o n g e v i d e n c e t h a t C D 4 + c e l l s s h o w a n i n c r e a s e d 

a m o u n t o f p r o t e a s e p r o d u c t i o n a n d , t h e r e f o r e , c o u l d n o t b e t h a t s u s c e p t i b l e t o L T P 6 0 7 . 

O n t h e o t h e r h a n d , c a t h e p s i n L a n d o t h e r p r o t e a s e s a r e w i d e l y u s e d b y c a n c e r c e l l s i n 

t h e p r o c e s s o f i n v a s i o n , i n c l u d i n g p a n c r e a t i c c a n c e r [ 6 9 ] . F u r t h e r m o r e , t h e a d a m a n t y l g r o u p 
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b o u n d t o t h e a - a m i n o g r o u p o f l y s i n e p r o v i d e s f u r t h e r i m p r o v e d u p t a k e i n c e l l s a n d h i g h e r 

e f f i c a c y c o m p a r e d t o D O N [ 7 4 ] . 

T h e h i g h e r s e l e c t i v i t y o f L T P 6 0 7 v e r s u s D O N w a s a l s o o b s e r v e d t h r o u g h o u t t h e 

e x p e r i m e n t i n t e r m s o f s i d e e f f e c t s . S o m e m i c e t r e a t e d w i t h D O N h a v e s e v e r e w e i g h t l o s s a n d 

d i a r r h e a . O n t h e o t h e r h a n d , m i c e t r e a t e d w i t h L T P 6 0 7 a l s o s u f f e r e d w e i g h t l o s s ; h o w e v e r , i t 

w a s l e s s p r o n o u n c e d . A s d e s c r i b e d , D O N , t o a h i g h d e g r e e , a f f e c t s g l u t a m i n e - d e p e n d e n t 

e n t e r o c y t e s t h a t u s e g l u t a m i n e f o r r a p i d p r o l i f e r a t i o n [ 3 7 ] . T h i s i s t h e m a i n r e a s o n f o r t h e 

g a s t r o i n t e s t i n a l t o x i c i t y t h a t i s v e r y o f t e n a s s o c i a t e d w i t h D O N a d m i n i s t r a t i o n [ 4 3 ] . A c c o r d i n g 

t o M a s e l l i e t a l . , t h e i n t e s t i n a l e p i t h e l i u m r e n e w s e v e r y 4 - 8 d a y s [ 5 2 ] . T h u s t h e c h o s e n 

a p p l i c a t i o n s c h e m e o f D O N a n d L T P 6 0 7 ( o n c e p e r w e e k ) i s i m p o r t a n t t o r e d u c e t h e p r e v i o u s l y 

m e n t i o n e d s i d e e f f e c t s b e c a u s e i t a l l o w s t h e s e c e l l s t o r e c o v e r b e t w e e n a p p l i c a t i o n p u l s e s . 

A l t h o u g h t h e s y n e r g y b e t w e e n M B T A a n d L T P 6 0 7 w a s c o n f i r m e d i n t h i s s t u d y , t h e 

m o l e c u l a r b a s i s a n d m e c h a n i s m o f t h i s e f f e c t h a v e y e t t o b e i n v e s t i g a t e d . T h e e l u c i d a t i o n o f 

t h i s m e c h a n i s m c a n b e a m a t t e r o f f u t u r e s t u d y . M o r e o v e r , a b e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f t h e 

m e t a b o l i c d i f f e r e n c e s b e t w e e n i m m u n e c e l l s ( s u c h as l y m p h o c y t e s , n e u t r o p h i l s , a n d o t h e r s ) 

a n d c a n c e r c e l l s w i l l p r o v i d e n e w w a y s t o d e v e l o p D O N p r o d r u g s w i t h e v e n h i g h e r s e l e c t i v i t y 

a n d e f f i c a c y . U n f o r t u n a t e l y , s i d e e f f e c t s ( e v e n t h o u g h l e s s s e v e r e c o m p a r e d t o p u r e D O N 

i t s e l f ) a r e s t i l l a k e y l i m i t i n g f a c t o r . F u r t h e r m o r e , t h e a p p r o a c h u s e d b y H D A C a n d C T S L t o 

s e l e c t i v e l y r e l e a s e t h e p r o d r u g i n s i d e t u m o r c e l l s p r o v e d i t s e f f i c i e n c y a n d b e n e f i t s . O t h e r 

p r o d r u g s t h a t u s e t h e s a m e l i b e r a t i n g m e c h a n i s m c o u l d b e u s e d i n t h e f u t u r e . 
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6 Conclusion 

T h e m a i n g o a l s o f t h i s t h e s i s w e r e t o i n v e s t i g a t e t h e c o m p a t i b i l i t y o f D O N a n d i t s p r o d r u g 

w i t h M B T A i m m u n o t h e r a p y , t o a n a l y z e t h e s y n e r g y b e t w e e n t h e m , t o e s t i m a t e h o w t h i s 

c o m b i n a t i o n a p p r o a c h a f f e c t s t h e s u r v i v a l r e s u l t , a n d t o t e s t w h e t h e r i t w i l l b e p o s s i b l e t o t r e a t 

s e c o n d a r y t u m o r s l i k e t h a t ( w i t h o u t d i r e c t i n t r a t u m o r a l i n j e c t i o n s ) . M B T A w a s s u c c e s s f u l l y 

c o m b i n e d w i t h g l u t a m i n e m e t a b o l i s m i n h i b i t o r s s u c h as L T P 6 0 7 a n d D O N , a n d t h i s 

c o m b i n a t i o n c a n r e s u l t i n a h i g h e r t u m o r v o l u m e r e d u c t i o n a n d a l o n g e r l i f e s p a n o f m i c e . 

M o r e o v e r , t h e s y n e r g y b e t w e e n L T P 6 0 7 a n d M B T A w a s d e t e r m i n e d . C o m b i n a t i o n w i t h 

L T P 6 0 7 a l l o w e d u s t o s i g n i f i c a n t l y r e d u c e t h e v o l u m e o f n o n - t r e a t a b l e l e f t t u m o r s t h a t c a n b e 

c o n s i d e r e d s e c o n d a r y . W e a l s o o b s e r v e d t h a t L T P 6 0 7 w o r k s b e t t e r t h a n D O N i n t e r m s o f 

s u r v i v a l r e s u l t s , as i t s a c t i o n i s m o r e s e l e c t i v e t o t u m o r c e l l s a n d r e s u l t s i n f e w e r s i d e e f f e c t s . 

I n a d d i t i o n , w e d i s c o v e r e d t h a t i n d i v i d u a l a p p l i c a t i o n o f D O N o r L T P 6 0 7 i s i n s u f f i c i e n t t o 

e l i m i n a t e t u m o r s a n d p r o l o n g l i f e , a n d t h u s i t m u s t b e c o m b i n e d w i t h o t h e r a p p r o a c h e s , s u c h 

as M B T A i m m u n o t h e r a p y . F i n a l l y , s i d e e f f e c t s o b s e r v e d i n t h e c a s e o f L T P 6 0 7 i n d i c a t e t h a t 

f u r t h e r r e s e a r c h a i m i n g f o r t h e h i g h e r s e l e c t i v i t y o f D O N i s y e t t o b e d o n e . 
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7 List of abbreviations 

A D C C A n t i b o d y - d e p e n d e n t c e l l - m e d i a t e d c y t o t o x i c i t y 

a - K G A l p h a - k e t o g l u t a r a t e 

B A M B i o c o m p a t i b l e A n c h o r f o r C e l l M e m b r a n e 

B C R B - c e l l r e c e p t o r 

C D C C o m p l e m e n t - d e p e n d e n t c y t o t o x i c i t y 

c D C l C o n v e n t i o n a l t y p e 1 d e n d r i t i c c e l l 

C L R C - t y p e l e c t i n r e c e p t o r 

C R P C o m p l e m e n t r e g u l a t o r p r o t e i n 

C T S L C a t h e p s i n L 

D A M P D a m a g e a s s o c i a t e d m o l e c u l a r p a t t e r n 

D C d e n d r i t i c c e l l 

D O N 6 - d i a z o - 5 - o x o - L - n o r l e u c i n e 

d s R N A d o u b l e - s t r a n d e d R N A 

F B F a c t o r B 

F D F a c t o r D 

F I F a c t o r I 

F H F a c t o r H 

F L T 3 L F m s - l i k e t y r o s i n e k i n a s e 3 l i g a n d 
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Figure 27: B o x p l o t r e p r e s e n t i n g v a l u e s f o r t h e r i g h t t u m o r d i s t r i b u t i o n o n d a y 0 
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Figure 28: B o x p l o t r e p r e s e n t i n g v a l u e s f o r l e f t t u m o r d i s t r i b u t i o n o n d a y 0 
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Figure 29: A U C v a l u e s o b t a i n e d f o r each g r o u p f o r t h e r i g h t t u m o r s 
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Figure 30: A U C v a l u e s o b t a i n e d f o r each g r o u p f o r l e f t t u m o r s 
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Figure 31: p - v a l u e o b t a i n e d f r o m T u k e y H S D tes t c a l c u l a t e d f o r e ach d a y o f t h e r a p y : (A) s h o w s 
t h e c o m p a r i s o n f o r r i g h t t u m o r s w h i l e ( B ) r e f l e c t s t h e l e f t t u m o r s . B l u e l i n e descr ibes t he 
s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e b e t w e e n g r o u p s M B T A / M B T A ( g r o u p A ) a n d M B T A ( g r o u p B ) , r e d l i n e 
descr ibes t h e s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e b e t w e e n M B T A ( g r o u p B ) a n d P B S ( g r o u p G ) , f i n a l l y b l a c k 
l i n e r ep resen t s t h e c o m p a r i s o n o f M B T A / M B T A ( g r o u p A ) w i t h P B S ( g r o u p G ) . D a s h e d g r e e n 
l i n e r e f l e c t s t he s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t t h r e s h o l d o f 0 . 0 5 . 
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Table 4: C a l c u l a t e d m e a n t u m o r v o l u m e ( r i g h t ) i n m m 3 ( r e d v a l u e s s h o w o u t l y i n g v a l u e s d u e t o t h e 
d e a t h o f s o m e m i c e ) 

Day of therapy 0 2 4 6 8 10 1 2 14 

Group 

M B T A + M B T A ( A ) 6 0 . 4 4 6 1 . 7 3 9 5 . 6 5 6 1 . 5 4 4 1 . 6 5 3 3 . 4 3 3 4 . 0 7 5 0 . 3 2 

Group 

M B T A ( B ) 6 7 . 0 8 7 9 . 6 6 9 4 . 5 7 1 1 7 . 7 8 7 3 . 8 2 6 4 . 7 0 7 1 . 6 7 1 3 2 . 1 4 

Group 
M B T A + L T P 6 0 7 ( C ) 4 0 . 5 9 8 1 . 2 0 9 2 . 9 5 7 9 . 5 2 3 6 . 5 3 1 5 . 5 8 1 4 . 4 5 2 6 . 0 9 

Group P B S + L T P 6 0 7 ( D ) 4 6 . 7 1 9 0 . 7 0 1 2 8 . 4 5 2 3 8 . 1 7 1 1 1 . 9 6 9 1 . 7 2 1 1 5 . 4 5 1 4 1 . 3 6 Group 
M B T A + D O N ( E ) 8 0 . 2 6 8 2 . 5 0 8 3 . 5 5 1 2 0 . 4 5 5 9 . 0 4 2 9 . 7 8 2 6 . 2 9 5 3 . 7 0 

Group 

P B S + D O N ( F ) 6 4 . 3 4 5 6 . 9 3 1 4 5 . 7 4 1 9 9 . 4 3 1 0 8 . 9 9 1 3 1 . 2 7 1 5 0 . 7 2 2 0 9 . 6 8 

Group 

P B S (G) 4 3 . 3 1 1 0 5 . 5 7 2 3 2 . 1 2 2 7 6 . 2 7 2 5 7 . 0 4 2 0 3 . 1 1 2 4 8 . 4 2 2 1 7 . 5 6 

Table 4. C o n t i n u e d 
Day of therapy 16 18 2 0 2 2 2 4 2 6 2 8 3 0 

Group 

M B T A + M B T A ( A ) 6 1 . 0 9 9 9 . 0 2 7 9 . 0 5 5 2 . 0 3 4 6 . 0 0 4 1 . 2 7 4 6 . 1 3 4 2 . 7 0 

Group 

M B T A ( B ) 9 4 . 7 6 1 6 3 . 4 2 1 3 8 . 0 1 1 8 4 . 4 0 9 0 . 6 6 1 0 0 . 6 2 1 1 3 . 1 4 1 3 1 . 0 2 

Group 
M B T A + L T P 6 0 7 ( C ) 3 7 . 1 9 7 0 . 5 6 5 5 . 0 0 4 7 . 0 2 7 3 . 2 0 6 7 . 9 2 5 2 . 6 7 4 8 . 7 2 

Group P B S + L T P 6 0 7 ( D ) 1 2 0 . 8 0 2 0 2 . 7 2 2 2 6 . 3 4 2 5 0 . 1 9 2 5 1 . 0 0 3 7 4 . 4 8 3 2 1 . 8 0 2 7 5 . 2 1 Group 
M B T A + D O N ( E ) 5 2 . 7 6 7 0 . 8 4 5 7 . 6 8 6 0 . 5 4 6 3 . 4 2 8 4 . 2 5 8 6 . 6 5 9 5 . 8 3 

Group 

P B S + D O N ( F ) 1 9 1 . 6 4 2 3 7 . 7 1 2 0 2 . 7 8 2 3 4 . 2 5 1 8 8 . 6 1 2 4 6 . 9 7 1 9 2 . 9 2 2 3 4 . 3 7 

Group 

P B S (G) 2 7 0 . 3 8 2 7 0 . 3 7 2 5 8 . 8 3 3 5 1 . 6 1 2 9 0 . 5 5 5 4 0 . 3 7 4 0 8 . 5 2 3 9 2 . 9 5 

Table 5: c a l c u l a t e d m e a n t u m o r v o l u m e s ( l e f t ) i n m m 3 ( r e d v a l u e s s h o w o u t l i e r s due t o d e a t h o f s o m e 
m o u s e ) 

Day of therapy 0 2 4 6 8 10 1 2 14 
M B T A + M B T A ( A ) 6 4 . 6 0 7 9 . 8 3 1 0 5 . 6 0 7 2 . 7 8 8 5 . 0 8 4 3 . 7 4 3 3 . 8 8 3 5 . 4 8 

M B T A ( B ) 9 5 . 0 9 1 2 2 . 8 4 1 4 1 . 3 8 1 4 8 . 7 5 1 2 5 . 2 5 1 3 9 . 4 8 2 4 7 . 7 0 3 3 8 . 3 0 
M B T A + L T P 6 0 7 ( C ) 6 9 . 6 3 7 5 . 9 6 9 5 . 5 3 8 9 . 2 3 6 7 . 8 1 2 5 . 8 5 4 1 . 3 5 4 4 . 5 4 

Group P B S + L T P 6 0 7 ( D ) 8 5 . 2 1 1 2 1 . 1 4 1 2 0 . 2 7 1 8 5 . 2 7 2 1 4 . 4 0 1 8 7 . 3 0 2 0 5 . 9 1 2 4 0 . 8 6 
M B T A + D O N ( E ) 6 7 . 7 7 8 9 . 5 2 9 2 . 7 2 1 6 4 . 2 0 1 0 7 . 1 6 4 0 . 6 8 5 0 . 7 8 9 6 . 6 8 

P B S + D O N ( F ) 9 4 . 9 7 7 9 . 7 8 1 7 0 . 6 8 1 4 5 . 8 5 1 7 9 . 4 8 1 6 0 . 5 6 1 4 5 . 8 5 2 4 0 . 7 9 
P B S (G) 6 3 . 8 7 1 2 4 . 7 9 2 9 1 . 9 9 3 0 0 . 9 6 2 5 6 . 0 7 2 4 7 . 4 4 3 2 5 . 3 0 2 6 0 . 4 7 
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Table 5. C o n t i n u e d 
Day of therapy 16 18 2 0 2 2 2 4 2 6 2 8 3 0 

Group 

M B T A + M B T A ( A ) 5 8 . 7 5 1 0 2 . 6 2 9 2 . 0 1 4 9 . 8 0 7 4 . 4 5 5 8 . 8 2 2 3 . 6 0 2 5 . 3 2 

Group 

M B T A ( B ) 3 1 5 . 0 1 2 5 0 . 9 0 2 0 9 . 3 2 2 1 0 . 3 6 2 5 1 . 6 3 1 9 8 . 2 2 2 3 0 . 0 7 2 3 3 . 6 4 

Group 
M B T A + L T P 6 0 7 ( C ) 5 0 . 5 5 4 7 . 9 4 6 5 . 4 6 4 8 . 1 7 4 8 . 2 8 3 8 . 6 2 6 3 . 8 9 7 7 . 6 0 

Group P B S + L T P 6 0 7 ( D ) 1 8 8 . 1 7 2 2 7 . 1 5 2 6 2 . 7 9 2 6 4 . 1 5 2 1 0 . 7 1 3 0 6 . 2 5 3 0 9 . 5 3 2 5 8 . 7 7 Group 
M B T A + D O N ( E ) 8 3 . 4 5 8 5 . 8 5 1 2 3 . 1 2 7 2 . 4 3 8 7 . 7 6 1 0 3 . 4 8 9 7 . 8 2 8 9 . 7 3 

Group 

P B S + D O N ( F ) 1 5 1 . 3 9 1 2 7 . 9 5 1 4 7 . 2 6 1 5 2 . 7 0 1 2 5 . 1 8 2 2 7 . 3 0 1 5 8 . 6 9 1 4 4 . 8 8 

Group 

P B S ( G ) 2 3 5 . 8 0 2 8 0 . 9 0 2 1 9 . 2 8 2 7 3 . 7 2 2 7 4 . 1 1 2 9 0 . 0 1 2 6 4 . 0 5 2 8 5 . 7 6 

Table 6: s t a n d a r d d e v i a t i o n ( r i g h t t u m o r ) i n m m 3 

Day of therapy 0 2 4 6 8 10 1 2 14 

Group 

M B T A + M B T A ( A ) 2 7 . 1 5 2 0 . 6 6 8 0 . 6 3 3 0 . 4 7 4 0 . 4 1 3 3 . 1 4 4 2 . 0 1 3 5 . 6 0 

Group 

M B T A ( B ) 3 2 . 7 4 2 7 . 1 4 4 3 . 3 7 8 1 . 4 7 4 9 . 4 7 5 9 . 3 9 6 8 . 1 1 1 2 1 . 6 2 

Group 
M B T A + L T P 6 0 7 ( C ) 2 3 . 9 9 3 3 . 4 0 2 9 . 4 5 3 4 . 6 9 2 1 . 0 8 8 .67 7 .95 2 1 . 6 7 

Group P B S + L T P 6 0 7 ( D ) 1 5 . 3 4 4 8 . 6 9 7 1 . 4 2 1 6 0 . 6 7 6 3 . 4 8 6 2 . 9 3 7 0 . 3 7 1 1 0 . 4 8 Group 
M B T A + D O N ( E ) 5 1 . 6 8 1 6 . 1 4 3 7 . 3 7 5 4 . 9 5 5 8 . 1 0 2 2 . 8 2 2 2 . 4 5 4 2 . 5 2 

Group 

P B S + D O N ( F ) 4 6 . 8 1 2 2 . 8 3 3 9 . 8 5 6 0 . 7 0 4 0 . 0 2 9 2 . 5 5 7 0 . 5 2 1 4 3 . 9 8 

Group 

P B S ( G ) 9 . 6 0 3 6 . 3 0 9 2 . 7 7 8 5 . 8 0 8 7 . 7 1 5 3 . 3 7 9 3 . 2 2 6 3 . 0 3 

Table 6. C o n t i n u e d 
Day of therapy 16 18 2 0 2 2 2 4 2 6 2 8 3 0 

Group 

M B T A + M B T A ( A ) 4 1 . 0 8 6 1 . 3 0 5 0 . 6 5 6 5 . 8 3 6 0 . 9 9 3 5 . 3 5 5 3 . 9 8 6 0 . 0 6 

Group 

M B T A ( B ) 2 4 . 3 7 9 6 . 5 6 7 1 . 4 2 1 7 8 . 7 2 4 0 . 7 4 5 5 . 4 0 6 1 . 3 8 6 5 . 3 5 

Group 
M B T A + L T P 6 0 7 ( C ) 2 2 . 3 4 6 3 . 8 6 4 4 . 8 2 3 6 . 1 4 5 5 . 0 8 4 9 . 3 8 4 9 . 4 2 4 5 . 0 3 

Group P B S + L T P 6 0 7 ( D ) 1 3 0 . 4 1 1 5 7 . 4 3 1 2 4 . 2 6 1 7 0 . 1 8 2 0 5 . 3 8 3 0 1 . 1 4 2 6 0 . 6 8 2 8 0 . 3 0 Group 
M B T A + D O N ( E ) 4 2 . 0 8 5 4 . 0 6 4 9 . 1 3 5 3 . 1 0 4 8 . 9 5 5 6 . 7 3 8 0 . 1 6 8 1 . 2 0 

Group 

P B S + D O N ( F ) 1 0 8 . 0 3 9 9 . 0 4 1 2 9 . 4 3 1 5 5 . 1 8 1 0 3 . 7 9 9 7 . 0 2 1 4 5 . 6 4 2 1 2 . 1 0 

Group 

P B S ( G ) 1 8 5 . 6 3 1 0 7 . 6 4 1 5 0 . 6 1 1 3 8 . 2 0 9 0 . 4 9 1 5 4 . 8 9 2 3 1 . 1 6 4 0 . 5 3 
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Table 7 : s t anda rd d e v i a t i o n ( l e f t t u m o r ) i n m m 3 ( r e d v a l u e s s h o w o u t l i e r s d u e t o t h e d e a t h o f s o m e 
m i c e ) 

Day of therapy 0 2 4 6 8 10 1 2 14 
M B T A + M B T A ( A ) 1 8 . 7 9 4 0 . 7 9 7 5 . 6 1 4 5 . 4 3 7 0 . 3 1 4 5 . 2 3 3 4 . 4 5 3 2 . 1 4 

M B T A ( B ) 3 4 . 8 0 5 7 . 6 7 4 0 . 3 0 4 3 . 8 2 4 6 . 9 4 4 8 . 3 5 9 3 . 7 9 1 2 1 . 9 8 
M B T A + L T P 6 0 7 ( C ) 4 2 . 6 3 4 5 . 5 5 5 0 . 4 9 3 7 . 9 1 4 6 . 1 9 1 6 . 8 2 3 0 . 0 2 3 8 . 1 2 

Group P B S + L T P 6 0 7 ( D ) 5 6 . 3 0 3 7 . 2 2 4 1 . 4 1 7 9 . 9 3 1 0 0 . 3 4 1 2 7 . 2 1 9 4 . 4 5 1 1 5 . 4 2 
M B T A + D O N ( E ) 2 3 . 9 7 3 9 . 8 7 6 2 . 1 9 8 3 . 6 1 6 3 . 4 3 4 7 . 5 9 4 3 . 4 6 5 1 . 7 5 

P B S + D O N ( F ) 3 9 . 2 1 5 3 . 3 6 5 9 . 0 6 6 2 . 9 4 4 5 . 1 3 5 0 . 5 3 9 6 . 2 1 1 6 1 . 0 3 
P B S (G) 2 8 . 9 0 4 3 . 2 7 1 4 1 . 3 8 2 0 7 . 9 4 1 0 0 . 1 5 9 2 . 9 7 1 3 7 . 0 4 5 8 . 5 2 

Table 7 . C o n t i n u e d 
Day of therapy 16 18 2 0 2 2 2 4 2 6 2 8 3 0 

M B T A + M B T A ( A ) 4 6 . 8 0 7 9 . 0 3 6 4 . 9 2 8 7 . 7 3 8 0 . 2 5 7 1 . 5 7 2 3 . 3 7 3 5 . 5 7 
M B T A ( B ) 1 9 1 . 4 7 1 1 7 . 1 1 1 1 5 . 6 6 8 4 . 9 4 1 1 8 . 9 8 1 2 1 . 3 2 1 6 1 . 8 1 2 0 0 . 7 2 

M B T A + L T P 6 0 7 ( C ) 4 7 . 2 9 5 2 . 4 2 6 1 . 7 8 5 3 . 3 0 5 3 . 5 0 3 7 . 0 9 6 0 . 9 7 1 0 4 . 3 3 
Group P B S + L T P 6 0 7 ( D ) 6 6 . 8 6 8 5 . 5 5 1 3 2 . 2 8 1 5 6 . 5 3 1 5 2 . 8 0 2 7 4 . 5 1 2 5 7 . 2 5 2 3 5 . 8 0 

M B T A + D O N ( E ) 3 9 . 4 6 2 6 . 6 1 7 4 . 4 7 4 0 . 7 1 6 6 . 8 3 5 6 . 2 7 8 8 . 4 0 5 1 . 4 8 
P B S + D O N ( F ) 1 1 1 . 9 9 8 4 . 6 8 1 2 5 . 2 8 1 2 7 . 1 7 1 1 7 . 2 1 1 8 8 . 9 8 1 0 5 . 8 1 1 2 1 . 3 1 

P B S (G) 1 0 9 . 3 1 1 4 0 . 4 6 1 5 9 . 5 8 1 3 7 . 2 6 1 1 7 . 5 9 1 0 1 . 0 5 6 8 . 6 0 9 0 . 8 3 

Table 8: s t anda rd e r r o r o f t h e m e a n ( S E M ) i n m m 3 ( r i g h t t u m o r ) ( r e d v a l u e s s h o w o u t l y i n g d u e t o t h e 
d e a t h o f s o m e m i c e v a l u e s ) 

Day of therapy 0 2 4 6 8 10 1 2 14 
M B T A + M B T A ( A ) 1 1 . 0 8 8 . 4 4 3 2 . 9 2 1 2 . 4 4 1 6 . 5 0 1 3 . 5 3 1 7 . 1 5 1 4 . 5 3 

M B T A ( B ) 1 3 . 3 6 1 1 . 0 8 1 7 . 7 1 3 3 . 2 6 2 0 . 1 9 2 4 . 2 5 2 7 . 8 1 4 9 . 6 5 
M B T A + L T P 6 0 7 ( C ) 9 . 7 9 13 .63 1 2 . 0 2 1 4 . 1 6 8 . 6 1 3 . 5 4 3 .25 8 .85 

Group P B S + L T P 6 0 7 ( D ) 6 . 2 6 1 9 . 8 8 2 9 . 1 6 6 5 . 5 9 2 5 . 9 1 2 5 . 6 9 2 8 . 7 3 4 5 . 1 0 
M B T A + D O N ( E ) 2 1 . 1 0 6 . 5 9 1 5 . 2 6 2 2 . 4 3 2 3 . 7 2 9 . 3 2 9 . 1 6 1 7 . 3 6 

P B S + D O N ( F ) 1 9 . 1 1 9 . 3 2 1 6 . 2 7 2 4 . 7 8 1 6 . 3 4 3 7 . 7 8 2 8 . 7 9 5 8 . 7 8 
P B S (G) 3 . 9 2 1 4 . 8 2 3 7 . 8 7 3 5 . 0 3 3 5 . 8 1 2 1 . 7 9 3 8 . 0 6 2 5 . 7 3 
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Table 8. C o n t i n u e d 
Day of therapy 16 18 2 0 2 2 2 4 2 6 2 8 3 0 

M B T A + M B T A ( A ) 1 6 . 7 7 2 5 . 0 3 2 0 . 6 8 2 6 . 8 8 2 4 . 9 0 1 4 . 4 3 2 2 . 0 4 2 4 . 5 2 
M B T A ( B ) 9 .95 3 9 . 4 2 2 9 . 1 6 7 2 . 9 6 1 6 . 6 3 2 2 . 6 2 2 5 . 0 6 2 6 . 6 8 

M B T A + L T P 6 0 7 ( C ) 9 . 1 2 2 6 . 0 7 1 8 . 3 0 1 4 . 7 5 2 2 . 4 9 2 0 . 1 6 2 0 . 1 7 1 8 . 3 8 
Group P B S + L T P 6 0 7 ( D ) 5 3 . 2 4 6 4 . 2 7 5 0 . 7 3 6 9 . 4 8 8 3 . 8 5 1 2 2 . 9 4 1 0 6 . 4 2 1 1 4 . 4 3 

M B T A + D O N ( E ) 1 7 . 1 8 2 2 . 0 7 2 0 . 0 6 2 1 . 6 8 1 9 . 9 8 2 3 . 1 6 3 2 . 7 3 3 3 . 1 5 
P B S + D O N ( F ) 4 4 . 1 0 4 0 . 4 3 5 2 . 8 4 6 3 . 3 5 4 2 . 3 7 3 9 . 6 1 5 9 . 4 6 8 6 . 5 9 

P B S (G) 7 5 . 7 8 4 3 . 9 4 6 1 . 4 9 5 6 . 4 2 3 6 . 9 4 6 3 . 2 3 9 4 . 3 7 1 6 . 5 5 

Table 9: s t anda rd e r r o r o f t h e m e a n ( S E M ) i n m m 3 ( l e f t t u m o r ) ( r e d v a l u e s s h o w o u t l i e r s d u e t o t h e 
d e a t h o f s o m e m i c e ) 

Day of therapy 0 2 4 6 8 10 1 2 14 
M B T A + M B T A ( A ) 7 . 6 7 16 .65 3 0 . 8 7 1 8 . 5 4 2 8 . 7 0 1 8 . 4 6 1 4 . 0 6 1 3 . 1 2 

M B T A ( B ) 1 4 . 2 1 2 3 . 5 4 16 .45 1 7 . 8 9 1 9 . 1 6 1 9 . 7 4 3 8 . 2 9 4 9 . 8 0 
M B T A + L T P 6 0 7 ( C ) 1 7 . 4 0 1 8 . 5 9 2 0 . 6 1 1 5 . 4 8 1 8 . 8 6 6 . 8 7 1 2 . 2 6 1 5 . 5 6 

Group P B S + L T P 6 0 7 ( D ) 2 2 . 9 9 1 5 . 1 9 1 6 . 9 0 3 2 . 6 3 4 0 . 9 6 5 1 . 9 3 3 8 . 5 6 4 7 . 1 2 
M B T A + D O N ( E ) 9 . 7 9 1 6 . 2 8 2 5 . 3 9 3 4 . 1 3 2 5 . 8 9 1 9 . 4 3 1 7 . 7 4 2 1 . 1 3 

P B S + D O N ( F ) 1 6 . 0 1 2 1 . 7 8 2 4 . 1 1 2 5 . 6 9 1 8 . 4 2 2 0 . 6 3 3 9 . 2 8 6 5 . 7 4 
P B S (G) 1 1 . 8 0 1 7 . 6 6 5 7 . 7 2 8 4 . 8 9 4 0 . 8 9 3 7 . 9 6 5 5 . 9 5 2 3 . 8 9 

Table 9. C o n t i n u e d 
Days of therapy 16 18 2 0 2 2 2 4 2 6 2 8 3 0 

M B T A + M B T A ( A ) 1 9 . 1 1 3 2 . 2 6 2 6 . 5 0 3 5 . 8 1 3 2 . 7 6 2 9 . 2 2 9 . 5 4 1 4 . 5 2 
M B T A ( B ) 7 8 . 1 7 4 7 . 8 1 4 7 . 2 2 3 4 . 6 8 4 8 . 5 7 4 9 . 5 3 6 6 . 0 6 8 1 . 9 5 

M B T A + L T P 6 0 7 ( C ) 1 9 . 3 1 2 1 . 4 0 2 5 . 2 2 2 1 . 7 6 2 1 . 8 4 1 5 . 1 4 2 4 . 8 9 4 2 . 5 9 
Group P B S + L T P 6 0 7 ( D ) 2 7 . 3 0 3 4 . 9 3 5 4 . 0 0 6 3 . 9 0 6 2 . 3 8 1 1 2 . 0 7 1 0 5 . 0 2 9 6 . 2 7 

M B T A + D O N ( E ) 1 6 . 1 1 1 0 . 8 6 3 0 . 4 0 1 6 . 6 2 2 7 . 2 8 2 2 . 9 7 3 6 . 0 9 2 1 . 0 2 
P B S + D O N ( F ) 4 5 . 7 2 3 4 . 5 7 5 1 . 1 4 5 1 . 9 2 4 7 . 8 5 7 7 . 1 5 4 3 . 2 0 4 9 . 5 2 

P B S (G) 4 4 . 6 3 5 7 . 3 4 6 5 . 1 5 5 6 . 0 4 4 8 . 0 1 4 1 . 2 5 2 8 . 0 1 3 7 . 0 8 
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Table 10: s t a t i s t i c a l v a l u e s ( m e a n , S D , a n d S E M ) f o r A U C 

Group 
R i g h t t u m o r / m m 3 L e f t t u m o r / m m 3 

Group M e a n 
v a l u e S D S E M M e a n 

v a l u e S D S E M 

M B T A + M B T A ( A ) 1 5 3 3 8 9 5 3 6 6 1 7 9 1 1 2 3 2 5 0 3 
M B T A ( B ) 2 7 7 9 1 4 3 0 5 8 4 5 2 9 5 1 1 5 2 4 7 0 

M B T A + L T P 6 0 7 ( C ) 1 3 6 7 4 4 7 183 1 5 1 0 8 9 6 3 6 6 
P B S + L T P 0 7 ( D ) 4 2 9 6 2 6 3 0 1 0 7 4 5 1 9 7 1 9 1 9 7 8 3 

M B T A + D O N ( E ) 1 6 8 6 8 0 8 3 3 0 2 3 6 0 6 8 0 2 7 8 
P B S + D O N ( F ) 4 4 2 7 1 4 5 7 5 9 5 3 9 7 7 1 8 9 3 7 7 3 

P B S ( G ) 6 4 5 7 1 8 0 2 7 3 6 6 4 8 7 2 2 4 4 9 1 6 

Table 11: p - v a l u e s f o r t h e l o g 10 o f A U C v a l u e s ( r i g h t t u m o r ) a n a l y z e d w i t h T u k e y ' s tes t 
( s t a t i s t i c a l 

Group A B C D E F G 
A 0 . 2 3 8 7 1 .0000 0 . 0 1 3 1 0 . 9 9 7 6 0 . 0 0 3 5 0 . 0 0 0 2 
B 0 . 2 3 8 7 0 . 2 5 5 7 0 . 8 5 2 7 0 . 5 4 4 8 0 . 5 6 5 9 0 . 0 4 6 8 
C 1 .0000 0 . 2 5 5 7 0 . 0 1 4 5 0 . 9 9 8 4 0 . 0 0 3 8 0 . 0 0 0 2 
D 0 . 0 1 3 1 0 . 8 5 2 7 0 . 0 1 4 5 0 . 0 5 2 3 0 . 9 9 8 8 0 . 5 1 4 9 
E 0 . 9 9 7 6 0 . 5 4 4 8 0 . 9 9 8 4 0 . 0 5 2 3 0 . 0 1 5 3 0 . 0 0 0 4 
F 0 . 0 0 3 5 0 . 5 6 5 9 0 . 0 0 3 8 0 . 9 9 8 8 0 . 0 1 5 3 0 . 8 1 4 3 
G 0 . 0 0 0 2 0 . 0 4 6 8 0 . 0 0 0 2 0 . 5 1 4 9 0 . 0 0 0 4 0 . 8 1 4 3 

Table 12: p - v a l u e s f o r A U C v a l u e s ( l e f t t u m o r ) a n a l y z e d w i t h T u k e y ' s tes t ( s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t 
v a l u e s are s h o w n i n r e d ) 

Group A B C D E F G 
A 0 . 0 0 5 9 0 . 9 9 9 9 0 . 0 0 8 0 0 . 9 9 4 8 0 . 2 0 0 5 0 . 0 0 0 2 
B 0 . 0 0 5 9 0 . 0 0 2 5 1 .0000 0 . 0 3 1 4 0 . 7 4 8 2 0 . 8 2 4 4 
C 0 . 9 9 9 9 0 . 0 0 2 5 0 . 0 0 3 4 0 . 9 5 8 9 0 . 1 0 6 1 0 . 0 0 0 2 
D 0 . 0 0 8 0 1 .0000 0 . 0 0 3 4 0 . 0 4 1 1 0 . 8 0 8 8 0 . 7 6 5 8 
E 0 . 9 9 4 8 0 . 0 3 1 4 0 . 9 5 8 9 0 . 0 4 1 1 0 . 5 3 8 2 0 . 0 0 0 9 
F 0 . 2 0 0 5 0 . 7 4 8 2 0 . 1 0 6 1 0 . 8 0 8 8 0 . 5 3 8 2 0 . 0 9 5 7 
G 0 . 0 0 0 2 0 . 8 2 4 4 0 . 0 0 0 2 0 . 7 6 5 8 0 . 0 0 0 9 0 . 0 9 5 7 

Table 13: p - v a l u e s o b t a i n e d f o r t h e p a i r e d T - t e s t ( r e d v a l u e s i n d i c a t e p - v a l u e s less t h a n 0 . 0 5 ) 
Group A B C D E F G 
p-value 0 . 1 5 8 2 5 0 . 0 0 0 0 2 0 . 1 7 0 1 6 0 . 0 6 6 6 1 0 . 0 0 0 7 7 0 . 1 2 3 4 3 0 . 6 9 7 0 8 
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Table 14: p - v a l u e s o b t a i n e d f r o m t h e l o g - r a n k test ( s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t v a l u e s ( less t h a n 0 . 0 5 ) are 
s h o w n i n r e d . 

Group A B C D E F G 
A 0 . 0 2 4 0 . 3 2 9 0 . 0 1 4 0 . 0 8 6 0 . 0 3 3 0 . 0 0 7 
B 0 . 0 2 4 0 . 0 2 9 0 . 4 9 1 0 . 0 5 3 0 . 3 7 8 0 . 1 5 6 
C 0 . 3 2 9 0 . 0 2 9 0 . 0 1 9 0 . 2 8 9 0 . 0 6 2 0 . 0 1 2 
D 0 . 0 1 4 0 . 4 9 1 0 . 0 1 9 0 . 0 3 0 0 . 1 9 5 0 . 1 5 4 
E 0 . 0 8 6 0 . 0 5 3 0 . 2 8 9 0 . 0 3 0 0 . 2 6 1 0 . 0 1 7 
F 0 . 0 3 3 0 . 3 7 8 0 . 0 6 2 0 . 1 9 5 0 . 2 6 1 0 . 0 2 0 
G 0 . 0 0 7 0 . 1 5 6 0 . 0 1 2 0 . 1 5 4 0 . 0 1 7 0 . 0 2 0 

Table 15: M e a n A U C v a l u e s r e l a t i v e t o t he v a l u e o f t he c o n t r o l g r o u p ( g r o u p G ) 

Group 
Relative mean value / % 

Group 
Right Left 

A 2 3 . 7 2 7 . 6 
B 4 3 . 0 8 1 . 6 
C 2 1 . 2 2 3 . 3 
D 6 6 . 5 8 0 . 1 
E 2 6 . 1 3 6 . 4 
F 6 8 . 6 6 1 . 3 
G 1 0 0 . 0 1 0 0 . 0 
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