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SANTRUMPOS

-FBS — Iastelés, augancios terpéje, neturinéioje fetalinio verSelio serumo
5-FU — 5-fluoruracilas

-AA — lastelés, augancios terpéje, neturinéioje L-glutamino, L-lizino ir L-
arginino

Afa — EGFR (epidermio augimo veiksnio receptoriaus) slopiklis afatinibas
BG — FGFR (fibroblasty augimo veiksnio receptoriaus) slopiklis BGJ398
CisPt — cisplatina

DAPI — 4¢,6-diamidino-2-fenilindolas

DMSO - dimetilsulfoksidas

Edu — 5-etinil-2°-deoksiuridinas

EGF — epidermio augimo veiksnys

EMT — epitelio-mezenchimos virsmas

Era — erastinas

ERK1/2 — ckstralagstelinio signalo reguliuojama kinazé 1/2 (angl.
Extracellular signal-Regulated Kinase 1/2)

FBS — fetalinis verselio serumas

Ferr-1 — ferostatinas-1

FGF — fibroblasty augimo veiksnys

Gm — gemcitabinas

GPX4 — glutationo peroksidazé 4

GSH - redukuotas glutationas

INK —mTORCL1 ir mTORC2 slopiklis INK128

JNK — c-Jun N-galo kinazé (angl. c-Jun N-terminal Kinase)

kDNR — kopi DNR, komplementari DNR, susintetinta nuo iRNR matricos
MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il1)2,5-difenil-tetrazolio bromidas

Nec-1 — nekrostatinas-1

OxaPt — oksaliplatina

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas

PF — FAK kinazés slopiklis PF573228

Pl — propidzio jodidas

PUFA — polinesociosios riebaly rugstys (angl. PolyUnsaturated Fatty Acids)
PUFA-PL — polinesoCiujy riebaly ragséiy turintys fosfolipidai (angl.
PhosphoLipids)

Rap — mTORCL slopiklis rapamicinas

ROS — aktyviosios deguonies formos

Sar — Src kinazés slopiklis saracatinibas

SBI — ULK-1 slopiklis SBI-0206965



SCH — ERK1/2 kinazés slopiklis SCH772984
SN — standartinis nuokrypis

SP — INK kinazés slopiklis SP600125

TDG — GSK-3 slopiklis tideglusibas

TDU — YAP1 antagonistas super-TDU

TPCA - IKK kinazés slopiklis TPCA-1

XAV - tankiraziy slopiklis XAV939

XMU — MST 1/2 slopiklis XMU-MP-1
ZVAD - pan-kaspaziy slopiklis Z-VAD-FMK



[VADAS

Kasos vézys yra septintoje vietoje tarp dazniausiai diagnozuojamy
véziniy susirgimy pasaulyje, taciau pagal mirtinguma jis yra ketvirtas (Sung
et al., 2021). To priezastis — pernelyg vélyva diagnozé ir naviko atsparumas
chemoterapijai. Ankstyvosiose stadijose kasos véZys paprastai neturi
simptomy, o jo aptikimg riboja patikimy diagnostiniy zZymeny trilkumas.
Pazenggs kasos navikas (30-40% atvejy) gali buiti Salinamas chirurginiu biidu,
po operacijos paprastai skiriama chemoterapija arba spinduliné terapija. Deja,
dazniausiai po kurio laiko véZys atsinaujina (Spadi et al., 2016). Metastazaves
kasos vézys turi blogiausia prognoze, kadangi navikas chirurginiu budu
nebepaSalinamas ir daznai yra atsparus tradiciniams kasos véziui gydyti
naudojamiems vaistams, pavyzdziui, gemcitabinui (Amrutkar ir Gladhaug,
2017). Nors pastaraisiais metais buvo pasiilyta keletas naujy kombinaciniy
terapijy (gemcitabinas ir nabpaklitakselis, gemcitabinas ir FOLFIRINOX)
(Petrillo et al., 2019, Sarabi et al., 2017), mirtingumas nuo metastazavusio
kasos vézio iSlieka didelis. Prognozuojama, kad Europoje 2025 m. kasos vézys
netgi gali pasiekti lyderiaujanéiy véziniy susirgimy trejetuka (Ferlay et al.,
2016).

2012 m. buvo atrasta nauja lgstelés zities forma — feroptozé (Dixon et
al., 2012). Feroptozés metu lastelés Ziista nuo staigios ir stiprios membranos
lipidy oksidacijos. Vykstant gelezies katalizuojamoms Fentono reakcijoms
arba veikiant gelezj kaip kofaktoriy naudojancioms lipoksigenazéms lipidy
peroksidai ir peroksiradikalai Igsteléje susidaro nuolatos, tadiau yra
veiksmingai neutralizuojami veikiant antioksidaciniam fermentui glutationo
peroksidazei 4 (GPX4). Dauguma feroptozés induktoriy slopina GPX4
aktyvuma arba mazina baltymo kiekj, taip paskatindami zalingy lipidy
peroksidy kaupimasi, membranos oksidacija ir lastelés zatj (Stockwell ir
Jiang, 2020). Nuo pat atradimo feroptozé sulauké nemazai démesio, ji yra
tiriama Sirdies, neurodegeneraciniy ligy ir vézio kontekste (Han et al., 2020).
Svarbu tai, kad Sis zuties tipas gali buti specifiSkai nutaikomas j vézines
lgsteles, kadangi jy citozolyje gelezies koncentracija yra gerokai didesné nei
analogisko sveiko audinio Igstelése (G. Chen et al., 2020). Be to, nustatyta,
kad terapijai atsparios ir metastazuoti linkusiy naviky Igstelés lengvai ztsta po
feroptozés induktoriy poveikio (Gagliardi et al., 2020, Li et al., 2020).

Daugelio tipy véziui, jskaitant ir kasos, yra biidingas metabolinis
perprogramavimas — atsiradusi priklausomybé nuo tam tikry maisto medziagy
(Son et al., 2013). Sig priklausomybe, kaip ir spar¢ios proliferacijos lemiama
padidéjusj maisto medziagy poreikj, iSnaudoja badavimu pagrjsta priesvéziné

10



terapija (angl. starvation-based cancer therapy). ,,.Bado® salygos naviko
aplinkoje gali bati sukuriamos jvairiai: navika veikiant angiogeneze
slopinanciais junginiais, suardant naviko kraujagysliy tinkla, tiesiogiai
skaidant naviko mikroaplinkoje cirkuliuojan¢ias maisto medziagas (Yu et al.,
2019). In vitro sistemose daznai taikomas pseudobadavimo modelis, kuomet
standartinémis sglygomis augancios Iastelés yra veikiamos junginiais,
imituojanciais jose badavimo pojiitj, pavyzdziui, mTOR signalinio kelio
slopikliais (Coppock et al., 2016).

Siandien dar néra atlikta daug tyrimy, kurie parodyty, kaip badavimas
veikia véziniy lasteliy atsparuma feroptozei. Atsizvelgiant | tai, disertacijoje
buvo ieskota $iy dviejy strategijy — feroptozés ir véziniy lasteliy badavimo
sukélimo — sinergijos prie§vézinio potencialo ir tirti jj valdantys veiksniai.
Dalis disertacijos darby buvo orientuoti j klinikai artimesnio vézio modelio —
naujos, pirminj navikg atspindin¢ios kasos vézio lasteliy linijos — sukiirima.
Sioje lasteliy linijoje taip pat siekta patikrinti pastoviose (kataloginése) lasteliy
kultiirose pastebétus atsparumo feroptozei désningumus.

Sio darbo tikslas — nustatyti atsparumo feroptozei mechanizmus kasos vézio
lastelése.

Tikslui pasiekti buvo iskelti tokie uzdaviniai:

e I8vesti ir in vitro charakterizuoti naujg kasos duktalinés
adenokarcinomos lgsteliy linija;

e Nustatyti (pseudo)badavimo (augimo veiksniy, aminortigsciy L-
glutamino, L-lizino ir L-arginino trikumo ir mTOR slopikliy
poveikio) jtaka feroptozés induktoriaus erastino poveikiui kasos
duktalinés adenokarcinomos lgstelése;

e [vertinti ERK1/2 ir JNK kinaziy reikSme¢ jautrumui erastinui bado
salygomis auganciose kasos duktalinés adenokarcinomos Iastelése;

e Nustatyti badavimo poveikj pastoviy (kataloginiy) kasos duktalinés
adenokarcinomos linijy ir unikalios linijos lasteliy mezenchiminiam
fenotipui;

e Jvertinti epitelio-mezenchimos virsmg moduliuojanciy junginiy ir
erastino kombinacijy priesvézinj potencialg.
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MOKSLINIS NAUJUMAS IR PRAKTINE REIKSME

Siame buvo tiriama, kaip badavimu pagrjsta prie§vézing terapija galima
panaudoti feroptozés sustiprinimui. Lyginant su klasikinémis lasteliy ztties
formomis, feroptozé atrasta neseniai, tad Siandien dar néra daug Zinoma apie
veiksnius, lemiancius jautrumg Siam ziities tipui. Disertacijoje pirma karta
parodyta, kad jautrumg feroptozei gali nulemti augimo veiksniy, mTORCI1
baltymy komplekso aktyvacijai reikalingy aminoraigs¢iy L-glutamino, L-
lizino ir L-arginino trukumas ir mTORCI slopiklio rapamicino poveikis.
Disertacijoje gauti rezultatai atskleidé, kad skirtingy kasos vézio Igsteliy linijy
atsakas ] minétus poveikius yra nevienodas: Miapaca2 lasteliy jautrumas
sumazgja, o Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 lasteliy jautrumas padidinamas. Pirma
kartg parodyta, kad badaujanciose lastelése jautruma feroptozei valdo ERK1/2
ir JNK kinazés. Taip pat pirma karta po trumpalaikio rapamicino poveikio
pademonstruota ERK1/2 pernasa j kasos vézio lasteliy branduolj — anksc¢iau
panasius tyrimus atlikg autoriai tyré tik ilgalaikj rapamicino poveikj, po kurio
neaptiko ERK1/2 lokalizacijos poky¢iy (Soares et al., 2013). Be to,
disertacijos darbuose atsiskleidé dvilyp¢ JNK kinazés prigimtis
standartinémis ir bado salygomis: standartingje terpé€je auganciose Panc-1
lastelése JNK slopinimas sustiprino feroptoze, o bado salygomis JNK
slopinimas apsaugojo lasteles nuo erastino citotoksiSkumo. Nors
prooksidacinis JNK veikimas buvo anksciau pastebétas ir kity autoriy, jie tyré
ne vézines, o sveiko audinio Igsteles ir jose vykstanéig apoptoze (Hanawa et
al., 2008, Lee et al., 2009, Win et al., 2015), o feroptozés kontekste atlikti
JNK tyrimai niekada nebuvo susieti su lasteliy badavimu ar metaboliniu
perprogramavimu (Li ir Leung, 2020, Y. Yang et al., 2021).

Taip pat svarbu paminéti, kad disertacijos metu iSvesta ir in vitro
charakterizuota nauja unikali kasos vézio lasteliy linija Capan-26, geriau nei
pastovios (kataloginés) lasteliy linijos reprezentuojanti pirminj kasos navika.
Tai pirmoji kasos vézio lasteliy linija, iSvesta i§ lietuviy kilmés pacientés
naviko pooperacinés medziagos. Ir Capan-26, ir pastovios (kataloginés)
Miapaca2 linijos lasteléms augant be augimo veiksniy stebéti jy
mezenchiminio fenotipo pokyciai bei mezenchiminés ir epitelinés biseny
kaita. Pirmg kartg parodyta, kad augimo veiksniy trikumo sukeltas kasos
vézio lgsteliy mezenchiminio fenotipo raiSkos padidéjimas koreliuoja su
padidéjusiu jy jautrumu erastinui. Atsizvelgiant | tai, jvertintas feroptozés
induktoriy ir epitelio-mezenchimos virsma (EMT) moduliuojanciy vaisty
kombinacijy poveikis vézinéms Igsteléms ir atrasti nauji lgsteliy zut
sustiprinantys ~ prie$véziniy junginiy deriniai. Apibendrinant, Sioje
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disertacijoje apraSomi nauji molekuliniai atsparumo feroptozei mechanizmai
pastoviose (kataloginése) ir unikaliose kasos vézio lgsteliy linijose bei
atskleidziamos terapinés kinaziy slopikliy ir feroptozés induktoriy
kombinacijy perspektyvos. O naujai iSvestos Capan-26 Igsteliy linijos praktiné
verté ateityje galés atsiskleisti ir kity mokslininky darbuose.
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GINAMIEJI TEIGINIAI

I$ naviko pooperacinés medziagos iSvesta kasos vézio lasteliy linija
Capan-26 pasizymi véziniy ir kamieniniy Igsteliy savybémis;
(Pseudo)badavimas (augimo veiksniy, aminortig§¢iy L-glutamino, L-
lizino ir L-arginino trukumas ir mTOR slopikliy poveikis) nevienodai
veikia skirtingy kasos vézio lasteliy linijy jautrumag feroptozés
induktoriui erastinui;

(Pseudo)bado salygomis ERK1/2 ir JNK kinazés valdo kasos vézio
lasteliy jautruma feroptozei;

Augimo veiksniy trikumas kei¢ia Miapaca2 ir Capan-26 Iasteliy
mezenchiminj fenotipa; epiteliné blsena pasizymi atsparumu
erastinui, o0 mezenchiminé — jautrumu;

Epitelio-mezenchimos virsmg moduliuojantys chemoterapiniai
preparatai gali biiti panaudoti erastino citotoksiSkumui sustiprinti.

14



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Feroptozé, jos mechanizmai ir prie§vézinis potencialas
1.1.1. Feroptozés atradimas

Lasteliy ziitis yra nattiralus visuose organizmuose vykstantis procesas.
Ankstyvieji bandymai klasifikuoti §] reiSkinj buvo paremti tik jo
morfologinémis charakteristikomis, todél buvo iSskiriami trys lgsteliy zuties
tipai: 1) apoptozé, kurios metu lastelé suapvaléja, susitraukia, jtraukia
pseudopodijas, stebima chromatino kondensacija, branduolio fragmentacija ir
apoptoziniy kiineliy susidarymas; 2) autofagija, kuriai vykstant citoplazmoje
intensyviai formuojasi autofaginés puslelés; 3) nekrozé, kuriai biidingas
lgstelés ir jos organeliy turio padidéjimas, plazminés membranos integralumo
praradimas ir Igstelés ,,subyréjimas® (Galluzzi et al., 2007). Nors morfologiné
klasifikacija iSlieka populiari, dabar Lasteliy Ziities nomenklatiiros komitetas
siilo ziit] bendruoju atveju skirstyti kitaip: j atsitikting ir reguliuojama.
Atsitiktiné lasteliy ziitis yra nekontroliuojama ir neiSvengiama. Ja sukelia
stiprus lastelés patirtas stresas: ekstremalus pH, slégis, temperatiiros ar
osmosinés jégos variacijos, taip pat mechaninis poveikis. Priesingai, kaip sako
pavadinimas, reguliuojama lgsteliy ziitis yra valdoma lasteléje uzkoduoty
molekuliniy mechanizmy, todél ja galima nuslopinti arba paskatinti
farmakologinémis ir genetinémis intervencijomis (Galluzzi et al., 2018). Kai
tokia zutis Igstele iStinka dél naturaliy fiziologiniy priezasCiy (vystantis
embrionui, palaikant audiniy homeostaze, imuninio atsako metu), ji dar
vadinama programuota. Ta¢iau reguliuojamu budu Igstelé gali zuti ir tuomet,
kai nebesusidoroja su mikroaplinkos siun¢iamomis pazaidomis (Galluzzi et
al., 2015). Reguliuojamg lastelés zat] lydintys biocheminiai procesai ir
morfologiniai pozymiai padeda ja skirstyti j smulkesnius potipius, kuriy
Siandien oficialiai iSskiriama dvylika: tai iSoriné ir vidiné apoptoze,
imunogeniska lastelés Zitis, nuo autofagijos priklausoma zitis, nuo lizosomy
priklausoma zutis, netozé, entozé, partanatos, nekroptozé, mitochondrijy
pralaidumo valdoma nekrozé, piroptozé ir feroptozé (Galluzzi et al., 2018).
Kai kurie autoriai Igsteliy zitj skirsto dar smulkiau, pavyzdziui, su autofagijos
mechanizmu yra siejama metuozé (Maltese ir Overmeyer, 2014) ir paraptozé
(Fontana et al., 2020), taciau Sios lastelés ziities formos Siandien dar yra mazai
i8tirtos.

2003 m. ieskodami naujy prieSvéziniy vaisty S. Dolma su kolegomis
kombinatorinéje bibliotekoje identifikavo junginj, selektyviai letaly
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onkogeninj RAS ir Maza T onkobaltyma (angl. Small T oncoprotein, ST)
ekspresuojan¢ioms vézinéms lgsteléms. Junginys buvo pavadintas erastinu
(angl. erastin - eradicator of RAS and ST) (Dolma et al., 2003). Jdomu
morfologiniai ar biocheminiai apoptozés pozymiai — DNR fragmentacija ar
kaspaziy aktyvacija, poveikio jai neturéjo ir apoptozés slopikliai. Feroptoze
nebuvo panasi ir } kitus klasikinius ziities tipus (1.1 lentelé). Netrukus
nustatyta, kad netiping erastino sukelta lasteliy zuti slopina gelezj suriSantys
junginiai, taip pat atrastas analogiskas erastinui junginys RSL3 (angl. RAS
Selective Lethal 3) (Yang ir Stockwell, 2008). Be to, pastebéta, kad erastinas
ir RSL3 skatina ROS kaupimasi lasteléje (Yagoda et al., 2007). 2012 m.
Dixon ir kolegos $ig nauja lastelés Zziities forma pavadino feroptoze (ferro nuo
ferrum — lot. ,,gelezis*, ptosis — graik. ,kritimas*) (Dixon et al., 2012).

1.1 lentelé. Feroptozés ir kity lastelés Zuties tipy palyginimas (Y. Xie et al.,

2016).

Ziities tipas | Morfologiniai Biocheminiai Imunologiniai | Pagrindiniai

bruozai bruozai bruozai reguliatoriai

Feroptozé Lastelé GeleZies ir Prouzdegiminé | Teigiami:
suapvaléja, ROS zitis, lastelei
sumazéja kaupimasis Zustant * VDAC2/3;
mitochondrijos, | lasteléje, i§skiriamos * Ras;
sumazéja arba | sistemos xc DAMP (angl. * NOX;
iSnyksta slopinimas, Damage- * TFR1;
mitochondrijy GSH kiekio Associated * p53;
kristos. mazéjimas Molecular * CARS.
Prarandamas lgsteléje. Patterns)
plazminés Padidéjusi molekulés, Neigiami:
membranos NADPH pavyzdziui,
integralumas. oksidacija. HMGB1. * GPX4;
Branduolys Toksisky * SLC7A11;
nepakinta, arachidono * HSPBI;
chromatino rugsties dariniy * NRF2.
kondensacija susidarymas.
nestebima.

Apoptozé Lastelé Kaspaziy Dazniausiai Teigiami:
suapvaléja, aktyvacija, antiuzdegiminé | * p53;
susitraukia, DNR arba imuninio * Bax;
jtraukia fragmentacija, atsako * Bak;
pseudopodijas. | mitochondrijy nesukelianti * Kiti
Sumazéja membraninio zatis. Kai proapoptoti-
branduolio potencialo kuriais atvejais | niai
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turis, stebima iSnykimas, prouzdegiminé, | Bcl-2 Seimos
branduolio fosfatidilserino | lgstelei ziistant | baltymai.
fragmentacija ir | atsiradimas i§skiriamos
chromatino iSoriniame DAMP Neigiami:
kondensacija. plazminés molekulés * Bel-2;
membranos (histonai, DNR, | * Bcl-XL;
sluoksnyje. HMGB1). * Kiti
antiapoptoti-
niai
Bcl-2 $eimos
baltymai

Nekroptozé | Prarandamas ATP kiekio Dazniausiai Teigiami:
plazminés sumazéjimas, prouzdegiminé | ¢ RIP1;
membranos RIP1, RIP3 ir Zutis e RIP3;
integralumas. MLKL (iSskiriama * MLKL.
Stebimas aktyvacija, HMGB1), kai
citoplazmos ir PARP1 kuriais atvejais
organeliy aktyvacija. antiuzdegiminé.
iSbrinkimas.

Nezymi
chromatino
kondensacija.

Autofagija | Plazminés LC3-I Dazniausiai Teigiami:
membranos veréiamas | antiuzdegiminé | *« ATGS;
poky¢iai LC3-II, del * ATG7,
nestebimi. substraty inflamosomos * Beklinas 1;
Citoplazmoje (pavyzdziui, aktyvacijos * Kiti ATG
kaupiasi p62) slopinimo. Kai | seimos
autofaginés skaidymas. kuriais atvejais | baltymai.
puslelés. prouzdegiminé
Chromatino dél citokiny
kondensacija i§siskyrimo.
nestebima.

Reikia paminéti, kad feroptozés analogijy mokslininkai buvo pasteb¢je ir
seniau. Dar praéjusio amziaus pabaigoje, ieSkant naujy neorologiniy ligy
gydymo budy, intensyviai dométasi glutamato toksiSkumu nervinéms
lasteléms. Mokslininkai iSsiaiSkino, kad glutamatas slopina cistino patekimg |
lgsteles blokuodamas cistino/glutamato antiporterj. Tokiu biidu neuronuose

mazéja GSH kiekis ir sukeliamas oksidacinis stresas (Murphy et al., 1989). Si

lastelés zatis buvo pavadinta oksitoze (Tan et al., 2001). Dél mechanistinio
panasumo | feroptoze kai kurios mokslininky grupés sitilo $iy Ziities formy
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nediferencijuoti ir vartoti jungtinj terming oksitozé/feroptozé (Maher et al.,
2020), visgi, vézio kontekste oksitozés terminas kol kas neprigijo. Be to, tarp
feroptozés ir oksitozés yra skirtumy, pavyzdziui, oksitozé yra stipriai
priklausoma nuo kalcio pernasos | lastelg, o feroptozé — nuo gelezies
metabolizmo (Dixon et al., 2012, Henke et al., 2013).

1.1.2. Feroptozés molekulinis mechanizmas

Feroptozé — reguliuojama lasteliy zutis, kurig sukelia intensyvi lastelés
membranos lipidy oksidacija (1.1 pav.). Nuo membranos oksidaciniy pazaidy
lastele apsaugo glutationo peroksidazé 4 (GPX4). Jeigu Sis fermentas tampa
neveiklus, prasideda feroptozé (Dixon ir Stockwell, 2019). Priezastys, dél
kuriy yra slopinamas GPX4 veikimas, gali biti kelios: sutrikusi kofaktoriaus
GSH sintezé, fermento aktyvumo sumazéjimas arba fermento kiekio
sumazgjimas lasteléje. Tuo 8 dalies paremta feroptozés induktoriy
klasifikacija. IS viso yra i$skiriamos keturios feroptozés induktoriy klasés.
Pirmos klasés feroptozés induktoriai slopina transmembraninj cistino-
glutamato antiporterj x¢, kuris j 1gstele jneSa vieng cistino (oksiduota cisteino
forma) molekulg, kartu i$ Igstelés iSneSdamas vieng glutamato molekule. Kai
cistino-glutamato antiporteriné sistema slopinama, lgsteléje pradeda trakti
cisteino ir stabdoma GSH sintez¢. GSH — tripeptidas, kurj sudaro glutamatas,
cisteinas ir glicinas, cisteino jjungimas j molekule yra GSH sintezés greit]
ribojanti stadija. Kadangi GSH yra GPX4 kofaktorius, kartu slopinamas ir §io
fermento veikimas, o lastelé nebeapsaugoma nuo plazminés membranos
pazaidy (Feng ir Stockwell, 2018). Svarbiausi pirmai feroptozés induktoriy
klasei  priklausantys junginiai yra erastinas ir jo analogai
imidazolketonerastinas (Larraufie et al., 2015), piperazinerastinas (Yang et
al., 2014), taip pat FDA (angl. Food and Drug Administration, JAV)
patvirtinti vaistai sulfasalazinas (Gout et al., 2001) ir sorafenibas (Louandre
et al., 2013). Antros klasés feroptozés induktoriai slopina GPX4 fermentinj
aktyvuma. Vienas populiariausiy $io tipo junginiy yra RSL3, kovalentiskai
prisijungiantis prie selenocisteino, esan¢io GPX4 aktyviajame centre (Yang et
al., 2014). Trecios klasés feroptozés induktoriai FIN56 (angl. Ferroptosis
Inducer 56) ir CIL56 (angl. Caspase-Independent Lethal 56) mazina GPX4
kieki baltymo lygmeniu (netiesiogiai aktyvina skaidyma) ir slopina
endogeninio lipofilinio antioksidanto kofermento Q sinteze (Dixon et al.,
2015, Shimada et al., 2016). Vienintelis Zinomas ketvirtosios feroptozés
induktoriy klasés junginys endoperoksidas FINO; oksiduoja gelezj,
netiesiogiai slopina GPX4 fermentinj aktyvuma ir sukelia lipidy peroksidacija
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(Gaschler et al., 2018). D¢l mazo tirpumo arba dar neistirty farmakologiniy
savybiy dalis minéty feroptozés induktoriy naudojami tik in vitro tyrimuose.
In vivo feroptoze sukelia imidazolketonerastinas (Zhang et al., 2019),
piperazinerastinas (Yang et al., 2014) ir FIN56 (X. Zhang et al., 2021).
Klinikoje taip pat yra naudojami sulfasalazinas ir sorafenibas. Sulfasalazinas
yra prieSuzdegiminis vaistas, daugiausiai vartojamas reumatoidiniam artritui
ir opiniam Kolitui gydyti, o sorafenibas yra priesvézinis junginys, jvairiy
kinaziy slopiklis. Nors abu junginiai slopina cistino-glutamato antiporterine
sistemg X¢’, sulfasalazinas ir sorafenibas néra specifiniai feroptozes induktoriai
(Sehm et al., 2016, Zheng et al., 2021). I$ minéty junginiy, specifiskai
feroptoze aktyvina erastinas ir jo analogai, RSL3 bei FIN56.

Lastelés membranos lipidy peroksidai ir peroksiradikalai susidaro
gelezies vykdomose Fentono reakcijose arba dél fermenty, naudojanciy gelezj
kaip kofaktoriy, veiklos, pavyzdziui, lipoksigenaziy. Feroptozé yra nuo
gelezies priklausoma lasteliy zitis, todél ja slopina gelezj suriSantys junginiai
bei lipofiliniai antioksidantai (Dixon ir Stockwell, 2019). Pirmai grupei
priskiriamas deferoksaminas ir ciklopiroksas, antrai — a-tokoferolis (vitamino
E komponentas), butilintas hidroksitoluenas (BHT), ferostatinas-1 (Ferr-1) ir
liproksantinas-1. Gelezj suriSantys junginiai neleidzia vykti lipidy
peroksidacijai slopindami lipoksigenazes ir Fentono reakcijas, o lipofiliniai
antioksidantai  neutralizuoja  lipidinius  radikalus.  Nustatyta, kad
deferoksaminas ir ciklopiroksas yra tinkami naudoti in vivo (Feng ir
Stockwell, 2018). Trecios klasés feroptozés slopikliai, taip pat tinkami naudoti
gyvosiose sistemose, yra deuterintos polinesoCiosios riebaly ragstys (D-
PUFA, pavyzdziui, Ds-arachidono ruigstis), kurios slopina lipidy
peroksidacijos iniciacijos ir grandinés augimo etapus. Ketvirtai klasei
priskiriami lipidy oksigenaziy (LOX) slopikliai. Be minéty junginiy, feroptoze
taip pat galima slopinti panaudojant cikloheksimida (slopinama transliacija),
B-merkaptoetanolj (redukuoja uZlgstelinj cisting iki cisteino), dopaming
(slopina GPX4 skaidymg), seleng (GPX4 kofaktorius) ir vildaglipting (slopina
DPP4 valdoma lipidy peroksidacija) (Stockwell et al., 2017). Visgi, akivaizdu,
kad sie feroptozés slopikliai specifinio poveikio neturés.

Taigi, apibendrinant galima teigti, kad feroptozei vykti biitinos trys
salygos: 1) oksiduojami (acilinti polinesociosiomis riebaly riigStimis)
fosfolipidai; 2) oksidacijos-redukcijos reakcijose galinti dalyvauti geleZis; 3)
iSveiklinta arba nuslopinta lipidiniy peroksidy neutralizavimo sistema (Dixon
ir Stockwell, 2019).
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Erastinas, IKE
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1.1 pav. Feroptozés molekulinis mechanizmas. Feroptozés induktoriai parasyti raudonu Sriftu, slopikliai —
zaliu. ACSL4, Acyl-CoA Synthetase Long chain family member 4; ALOX, arachidonato lipoksigenazé;
BHT, butilintas hidroksitoluenas; CoQ10, kofermentas 010; CPX, ciklopiroksolaminas; DFO,
deferoksaminas; D-PUFA, deuterintos polinesociosios riebaly riigstys; FIN56, feroptozés induktorius 56;
FINO2, feroptozés induktorius endoperoksidas; GSSG, glutationo disulfidas; HMG-CoA, B-hidroksi-p-
metilglutarilkofermentas A; IKE, imidazolketonerastinas; LPCAT3, lizofosfatidilcholino aciltransferazé 3;
RSL3, RAS Selective Lethal 3 (Feng ir Stockwell, 2018).

1.1.2.1. Polineso¢iyjy riebaly ragséiy turin¢iy fosfolipidy oksidacija

Zinduoliy lasteliy membranose gausu glicerofosfolipidy (sutrumpintai
fosfolipidy, angl. phospholipids, PL), acilinty bent viena polinesocigja riebaly
rigstimi (angl. polyunsaturated fatty acid, PUFA). [vairaus ilgio (C18 ir
daugiau) bei nesotumo laipsnio (pavyzdziui, C18:3, C20:4, C22:5) riebaly
rugstys kartu su Soninémis grupémis (fosfatidilinozitoliu, fosfatidilcholinu,
fosfatidiletanolaminu) sudaro daugybe skirtingy fosfolipidy (Magtanong et
al., 2016). PUFA turin¢iy PL svarba feroptozéje isryskina faktas, kad geny,
reikalingy PUFA aktyvacijai ir jjungimui j membranas ACSL4 ir LPCAT3
delecija apsaugo lgsteles nuo feroptozés (Dixon et al., 2015). Tai taip pat
parodo, kad feroptozei vykti PUFA turi bti fosfolipidy sudétyje, o ne laisvoje
formoje.

PrieSingai nei soCiosiose ir mononesociosiose riebaly riigstyse, PUFA
esantys bisaliliniai vandenilio atomai lengvai oksiduojami laisvyjy radikaly
arba fermentinése nuo gelezies priklausomose reakcijose (Gaschler ir
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Stockwell, 2017). Mechanizmas, kuriuo membrany PUFA oksidacija sukelia
lastelés zuti, iki galo neiSaiskintas. Visy pirma, kyla klausimas, kokiy
organeliy lipidai oksiduojami, nes be plazminés, gali buti oksiduojamos ir
mitochondrijy, endoplazminio tinklo ir lizosomy membranos. Nors
mitochondrijos yra pagrindinis ROS Saltinis 1asteléje, tiesioginés sasajos tarp
mitochondrijy ir feroptozés néra: mitochondrijy neturinCiose lgstelése
feroptozé sékmingai vyksta (Gaschler et al., 2018). Endoplazminiame tinkle
randama daugiausiai lastelés lipidy, todél jis galéty biiti patrauklus kandidatas
lipidy oksidacijai vykti. Feroptozés induktoriai erastinas ir sorafenibas sukelia
endoplazminio tinklo stresa, o poveikis antioksidantais jj slopina (Dixon et al.,
2014, Lee et al.,, 2018, Malhotra et al., 2008). Kita vertus, Ramano
spektroskopijos metodu nustacius, kad ferostatinai kaupiasi lizosomose,
galvota, kad jy membranos oksiduojamos feroptozés metu, juolab, kad
lizosomose Kkaip ir mitochondrijose pastoviai kaupiasi ROS (Gaschler et al.,
2018). Isties, poveikis lizosomy ATPaziy, proteaziy slopikliais ir junginiais,
neutralizuojanciais lizosomy pH, slopina erastino ir RSL3 sukelta feroptoze
(Torii et al., 2016). Lizosomose taip pat kaupiasi geleZis, o susidarius jos
pertekliui ir oksidavus lizosomy membrang Igsteléje inicijuojama feroptoze,
bet ir kiti zuties tipai, pavyzdziui, nuo lizosomy priklausoma lgsteliy Zitis
(Wang et al., 2018). Be to, feroptozé apibiidinama kaip autofaginis procesas,
kadangi feritino, GPX4 ir kity baltymy arba lipidy skaidymas lizosomose
didina oksidatoriy kiekj lasteléje (Bai et al., 2019, Hou et al., 2016, Z. Wu et
al., 2019, M. Yang et al, 2019). Apibendrinant, mitochondrijy,
endoplazminio tinklo ir lizosomy vaidmuo feroptozéje néra iki galo istirtas,
todel kol kas visuotinai sutariama, kad feroptozg sukelia plazminés
membranos lipidy oksidacija.

Kitas klausimas, kas tiksliai sukelia lastelés ziitj feroptozés metu —
nepataisomos plazminés membranos pazaidos ar $io proceso metu susidare
zalingi produktai, tokie kaip malondialdehidas ar 4-hidroksinonenalis. Sie
junginiai pazeidzia ne tik membrany lipidus, bet ir lgstelés baltymus (Dalleau
et al., 2013) bei DNR (Zarkovic et al., 2013), o tai neiSvengiamai inicijuoja
lgstelés zatj. Oksidavus lipidus plazminéje membranoje susidaro poros ir
iSkreipiama jony homeostaze, dél to aktyvumg gali prarasti membranos
baltymai (Agmon et al., 2018).

1.1.2.2. Oksidacijos-redukcijos reakcijose dalyvaujanti gelezis

Kaip sako pavadinimas, feroptoz¢ yra nuo gelezies priklausoma lasteliy
zutis. PUFA-PL pazaidas geleZis gali sukelti dvejopai: tiesiogiai dalyvaudama
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Fentono reakcijose arba netiesiogiai, kuomet lipidy oksidacijg inicijuoja
fermentai, naudojantys gelezj kaip kofaktoriy. Didzioji dalis gelezies lasteléje
egzistuoja hemo pavidalu, taciau citozolyje randamas ir nedidelis kiekis
laisvos dvivalentés gelezies Fe?*. Fentono reakcija vyksta Fe?* reaguojant su
vandenilio peroksidu, reakcijos produktai yra Fe®*, hidroksido jonas ir
hidroksiradikalas (1.2 pav.). Vandenilio peroksidas lasteléje susidaro
dismutuojant dviems superoksido jonams. Superoksido jonai, kaip pasalinis
apykaitos produktas, i§skiriami mitochondrijy elektrony pernasos grandinés I
ir 111 komplekse oksidacinio fosforilinimo metu (Harris ir DeNicola, 2020).

Fe?* + H,O, — Fe** + OH™ + OH*

1.2 pav. Fentono reakcija.

PUFA-PL oksidacija vyksta, kai Fentono reakcijy metu susidare radikalai
atplésia vandenilio atomus, esanius $alia bisalilinés anglies. Sias reakcijas
slopina antioksidantai arba kiti radikalai (1.3 pav.) (Gaschler ir Stockwell,
2017).

Iniciacija (Fentono reakcijos) Grandinés augimas Terminacija

R-0" R-OH
_ Antioksidartas
M M O, R.O,O —>R‘O’O‘H
R‘O‘O‘H ﬁ OH R-O R H R R R
Fe  Fed Ho O P e ot
N __6n
(loeton S /r. o R Rl ! 4 A R
0% o
R= H or Alkyl PUFA - rY e
R H R 5 X
T

1.3 pav. Trys nefermentinés lipidy oksidacijos etapai. Iniciacijos metu, vykstant Fentono reakcijoms,

naujiems radikalams. Terminacijos metu radikalus redukuoja antioksidantai arba du radikalai sureaguoja
tarpusavyje (Gaschler ir Stockwell, 2017).

Be Fentono reakcijy, membrany oksidacijoje gali dalyvauti ir fermentai.
Trys pagrindinés tokiy fermenty klasés yra ciklooksigenazés, citochromo
p450 Seima ir lipoksigenazés. Pastarosios feroptozés kontekste geriausiai
istirtos (1.4 pav.), yra zinoma, kad lipoksigenaziy slopinimas apsaugo sveikas
ir véZines lgsteles nuo feroptozés (Feng ir Stockwell, 2018). Taciau svarbu
paminéti, jog Sis faktas dar nereiSkia, kad vien tik fermentai yra atsakingi uz
lipidy pazaidas, kadangi dauguma lipoksigenaziy slopikliy veikia kaip
radikaly ,,gaudyklés®, kurios kartu nukenksmina ir lipidinius radikalus,
susidariusius nefermentiniy reakcijy metu (Shah et al., 2018).
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1.4 pav. Bendras fermentinés PUFA oksidacijos mechanizmas. Arachidono riigsties molekuléje (1)
bisalilinéje padétyje esantj vandenilio atoma pasalina lipoksigenazés arba Fentono reakcijose dalyvaujanti
gelezis, taip susidaro anglies radikalas (2). Izomerizuojantis dvigubiesiems rySiams (3) susiformuoja
termodinamiskai stabilesnis dienas (4), kuriam reaguojant su deguonimi susidaro lipidinis peroksidas (5)
(Gaschler ir Stockwell, 2017).

Siandien Zinoma, kad geleZies perna$a valdantys baltymai — transferinas
ir transferino receptorius, geleZies metabolizmo reguliatoriai, feriting
skaidantys fermentai — kartu reguliuoja ir feroptoze (Dixon et al., 2012, Hou
et al., 2016, Yang ir Stockwell, 2008). Kai kuriy i$ $iy baltymy, pavyzdZziui,
transferino receptoriaus, kiekis vézinése lastelése stipriai padidéjes, kadangi
dél aktyvesnio metabolizmo $iy Iasteliy citozolyje kaupiama daugiau laisvos
gelezies nei atitinkamy sveiky audiniy lastelése. Tai leidzia feroptoze
specifiskai nutaikyti j vézines lasteles (Tan et al., 2018).

1.1.2.3. I§veiklinta lipidiniy peroksidy neutralizavimo sistema

Siandien yra Zinomos trys lastelés antioksidacinés sistemos,
dalyvaujancios feroptozés slopinime: GPX4, FSP1 ir DHODH (L. Luo et al.,
2021). Pagrindinis baltymas, neutralizuojantis zalingus lipidinius peroksidus,
yra glutationo peroksidazé GPX4 (1.5 pav.). Fermento veikimui butini du
kofaktoriai: selenocisteinas ir redukuotasis glutationas GSH. Reakcijos metu
selenocisteinas (-Se”) atakuoja lipidinj peroksidg (LOOH), susidaro seleno
rugsties tarpininkas (-Se-OH) ir neutralus lipidinis hidroksidas (LOH).
Fermento aktyvyji centrg regeneruoja dvi GSH molekulés, redukuojancios
seleno rtgst] iki selenocisteino (Gaschler ir Stockwell, 2017).

GPX4 aktyvumas ir lagsteliy jautrumas feroptozei priklauso nuo GSH
kiekio lgsteléje. Glutationas — labiausiai zinduoliy Igstelése paplites
antioksidantas, taip pat randamas augaluose, bakterijose ir archéjose.
Glutationas egzistuoja dviejy formy pavidalu: redukuotos GSH ir oksiduotos
GSSG. Normoksijos salygomis GSH ir GSSG santykis yra 9:1. GSH sintezé
vyksta citozolyje. Pirmo etapo metu i§ glutamato ir cisteino susidaro y-
glutamilcisteinas. Sia reakcija katalizuoja y-glutamato-cisteino ligazé ir tai yra
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GSH sintezés greitj ribojanti stadija. Antro etapo metu glutationo sintetazé
prie y-glutamilcisteino C galo prijungia glicino molekulg (Capelletti et al.,
2020).

B __Se
GSSG ) LOCH + H*
LOH
GSH
5 on
2___Se ®__Se

)>_\/)

H,0 GSH
1.5 pav. GPX4 veikimo mechanizmas. GPX4 pavaizduota Zalia spalva (Gaschler ir Stockwell, 2017).

GPX4 yra vienintelis selenobaltymas, biitinas zinduoliy vystymuisi, i§ 25
zmogaus lastelése ekspresuojamy selenobaltymy, o GPX4 delecija yra letali
peléms (Ingold et al., 2018, Yang et al., 2014). Taciau jdomu tai, kad kai kuriy
tipy vézinés lastelés iSgyvena be veiklaus GPX4 baltymo, galimai dél
sustipréjusio antioksidacinio atsako arba nesociyjy riebaly riigs¢iy nedidelio
kiekio plazminéje membranoje (Y. Xie et al., 2016). 2019 m. dvi mokslininky
grupés nepriklausomai viena nuo kitos parodé, kad feroptozés slopinime
dalyvauja ir kitas baltymas, FSP1 (angl. Ferroptosis Supressor Protein 1),
kuris anks¢iau buvo zinomas kaip AIFM2 (angl. Apoptosis-Inducing Factor
Mitochondrial 2). FSP1 redukuoja ir tokiu budu regeneruoja antioksidanta
kofermentg Q (Bersuker et al., 2019, Doll et al., 2019). Be to, neseniai
mitochondrijy vidinéje membranoje identifikuota antioksidaciné sistema
DHODH, kuri netiesiogiai paskatina kofermento Q regeneracija redukuodama
flavino mononukleotidg FMN (Mao et al., 2021). Eksperimentiskai parodyta,
kad FSP1 slopiklis iFSP ir DHODH slopiklis BQR didina jautrumga feroptozei
jai atspariose vézinése lastelése (Doll et al., 2019, Mao et al., 2021). Taigi,
tiriant feroptozés mechanizmus, turéty biti atsizvelgiama ne tik | GPX4, bet
ir ] FSP1 bei DHODH antioksidacinj veikima.
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1.1.3.Feroptozés prigimtis

Siekdami suprasti feroptozeés prigimtj, mokslininkai ieSko oksidacinio
streso  sukeliamos lastelés zities formy evoliuciskai nutolusiuose
organizmuose. Nors visy zinomy organizmy membrany struktiirg sudaro
fosfolipidai, ne visuomet jy sudétyje randamos polinesociosios riebaly
rugstys, kuriy dvigubieji rySiai yra ROS taikinys. Pavyzdziui, archéjy ir
bakterijy membrany lipiduose dominuoja sociosios ir mononesoc€iosios
riebaly riigStys, padedancios prisitaikyti ir iSgyventi ekstremaliuose
biotopuose (Siliakus et al., 2017). Taigi, tipiniu atveju bakterijos ir archéjos
feroptozei yra atsparios. Tiesa, vandenyny gelmése gyvenanc¢iy Shewanella
genties bakterijy membranoje randamos omega-3 riebaly riagstys (Dailey et
al., 2016), o patogeninés Vibrio rasys polinesocCigsias riebaly rugstis gali
perimti i§ aplinkos ir jjungti | membrany lipidy struktorg. Pakites lipidy
sastatas kei¢ia membranos pralaidumg, takumg ir gebgjimg formuoti
biopléveles, o tai padeda jgyti atsparuma antimikrobiniams preparatams
(Moravec et al.,, 2017). Kadangi daugelio rasiy bakterijy genomuose
randamos | lipidy oksigenaziy genus panaSios sekos (Horn et al., 2015),
galima tikétis, kad feroptoze sukelti bakterijose pavykty. Mielés, kaip ir
bakterijos, taip pat paprastai nesintetina polinesoc¢iyjy riebaly rugsciy, bet gali
jas perimti i§ aplinkos ir jjungti ] membrany lipidus, be to, mielése randami
net trys | GPX4 panaSts baltymai (Avery et al., 2004). Parodyta, kad
polinesocCiosiomis riebaly riugStimis papildzius kofermento Q neturinciy
mutanty ir laukinio tipo Saccharomyces cerevisiae augimo terpe, lastelése
sukeliamas oksidacinis stresas (Hill et al., 2012). Taigi, galima daryti
prielaida, kad feroptozé veikiausiai néra jgimta Zemesniesiems organizmams,
greiCiau prieSingai: keisdami membrany sudétj jie prisitaiko prie ekstremalios
aplinkos, taciau kartu atsiranda palankios salygos feroptozei vykti.

ROS valdomas signalo perdavimas stipriai iSreikStas augaluose, tad
nenuostabu, kad juose aptikti ir j feroptoze panasis procesai (Doyle et al.,
2010). Paveikus Arabidopsis thaliana $aknis 55°C temperatiira sukeliama
lgsteliy zatis, kurig slopina gelezj suriSantis ciklopiroksas ir lipofilinis
antioksidantas ferostatinas-1. Lastelése mazéja glutationo kiekis, didéja
NADPH oksidazés aktyvumas ir kaupiasi ROS, taip pat stebimas morfologinis
feroptozés pozymis — susitraukusios mitochondrijos, taciau lasteliy
branduoliai islicka nepakite. Prie§ kars¢io Soka Arabidopsis thaliana lasteles
palaikius terpéje su neoksiduojamomis polineso¢iosiomis riebaly riigStimis
(turin¢iomis sunkyji deuterio izotopa $alia bisalilinés anglies), lasteliy Zitis
slopinama (Distefano et al., 2017). Nors ROS augalams yra naudingi kaip
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signalo perdavimo tarpininkai, susidarius jy pertekliui kyla grésmé pazeisti
gyvybiSkai svarbiy baltymy struktirg. Todél augaluose feroptozé gali buti
panaudota eliminuojant lasteles, kuriose elektrofiliniy tarpininky yra per daug.

Viena aiSku — Zzinduoliuose natiirali feroptozés funkcija yra naviko
slopinimas. Vienas i§ svarbiausiy naviko supresoriy zinduoliy lgstelése yra
pS53 baltymas, kuris, atsiradus lasteliy pazaidoms, stabdo jy cikla, skatina
senéjima arba sukelia apoptoze (Kastenhuber ir Lowe, 2017). Taciau tai gali
biiti ne vieninteliai p5S3 valdomi naviko supresoriniai mechanizmai. Nustatyta,
kad defektyvus p53%€R mutantas (3KR: K117R+K161R+K162R), kuris negali
stabdyti lgstelés ciklo, sukelti sen¢jimo ar apoptozés, vis tiek iSlaiko naviko
supresorines savybes in vivo reguliuodamas Igstelés metabolizmg -
mazindamas SLC7A11, cistino-glutamato antiporterinés  sistemos
komponento, kiekj (Jiang et al., 2015). Papildoma taskiné mutacija K98
eliminuoja §j efekta, o kartu ir p53 baltymo supresoring funkcijg (Wang et al.,
2016). Kitas naviko supresorius, reguliuojantis feroptoze, yra BAP1 (angl.
BRCA1-associated protein 1), kuris taip pat mazina SLC7A11 kiekj; BAP1
iSveiklinimas didina véziniy lasteliy atsparuma feroptozei ir skatina naviko
formavimasi (Zhang et al., 2018). TreCias vézio supresorius, sicjamas su
feroptoze, yra fumarazé. Dalyvaudamas trikarboksirigséiy cikle, Sis
fermentas katalizuoja fumarato virtima j malata, todél fumarazés iSveiklinimas
didina fumarato kiekj lgsteléje, létina trikarboksirtigs¢iy cikla, o kartu ir
oksidacinj fosforilinimg. Tuomet lgstelése slopinama feroptozé (neaktyviose
mitochondrijose susidaro maziau ROS), lét¢ja GSH sunaudojimas. Kai
fumarazé aktyvi, mitochondrijy metabolizmas nestabdomas, GPX4
intensyviai naudoja GSH, todél feroptoz¢ inicijuojama (Gao et al., 2019).

IS esmés feroptozés mechanizmas yra paprastas: cisteino kiekio
sumazgjimas lgsteléje slopina GPX4, todél lasteléje kaupiasi ROS ir
sukeliama ztis. Feroptozéje nedalyvauja kinazés ar proteazes, ji nereikalauja
transkripcijos, transliacijos ir netgi specifinés vidulgstelinés organeliy
sistemos. Taigi, feroptozé galéty buti primityvus lasteliy atrankos metodas,
valdomas vienos aminortigsties — cisteino — kiekio aplinkoje (Dixon, 2017).
Be to, skirtingai nei apoptozé, feroptozé yra imunogeniska, todél labiau
pravarti tais atvejais, kuomet yra naudinga organizmo imunin¢ reakcija —
slopinant navikg arba esant patogeny infekcijai (Kim et al., 2016, Linkermann
etal., 2014).

Jau seniai zinoma, kad gliukozés, glutamino ar leucino stoka sukelia
apoptoze (lurlaro et al., 2017, Mates et al., 2006, Xiao et al., 2016). Kodél
lasteléms negaunant cisteino arba nuslopinus GPX4 prasideda bitent
feroptoz¢? Pirma hipotez¢ — proferoptotiniai stimulai i§ tiesy sukelia ir
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apoptoze, ir feroptozg, bet feroptozé jvyksta greiciau. Visgi: a) lastelése
nuslopinus cistino-glutamato antiporterj feroptozé jvyksta tik po paros, o tai
bty pakankamas laiko tarpas jvykti ir apoptozei; b) specifiniai feroptozés
slopikliai neblokuoja apoptozés, bet pilnai nuslopina feroptozés induktoriy
sukeliama lasteliy zatj (Dixon et al.,, 2012). Todél perSasi iSvada, kad
feroptozé ir apoptozé vyksta nepriklausomai viena nuo kitos. Gali buti taip,
kad metaboliniai ar kiti poky¢iai, sukeliantys feroptoze, apoptoze slopina.
Pavyzdziui, inicijavus feroptoze lastelése stipriai sumazéja GSH kiekis, o
GSH yra reikalingas kaspazés-3 aktyvacijai, todél jo trikstant lgstelése
apoptozé vykti nebegali (Ueda et al., 1998).

1.1.4. Feroptozés prieSvézinio poveikio potencialas

1.1.4.1. Vaistams atsparios lastelés

Sutrikusi ~ feroptozés  reguliacija  daznai tampa  atsparumo
chemoterapiniams preparatams ir nesékmingo vézio gydymo priezastimi.
Farmakologiné ir genetiné feroptozés moduliacija gali padéti Sias problemas
jveikti. Atsizvelgiant | feroptozés molekulinj mechanizmg, atsparumas
chemoterapijai galéty biiti sumazinamas reguliuojant GPX4, gelezies arba
lipidy metabolizmo kelius (Zhang et al., 2022).

Kanoninio GPX4 kelio reguliacija. Glioblastomos lgsteliy atsparuma
chemoterapiniam preparatui temozolomidui lemia androgeno receptoriaus
aktyvacija. Nataralaus feroptozés induktoriaus kurkumino analogas paskatina
Sio receptoriaus ubikvitilinima, kartu sukeldamas feroptozg ir sustiprindamas
temozolomido veikima (Chen et al., 2020). Kolorektalinio véZio lasteliy
atsparumas oksaliplatinai koreliuoja su padidéjusiu KIF20A kiekiu, o
KIF20A/NUAK 1/Nrf2/GPX4 kelio sutrikdymas §j atsparumg sumazina (C.
Yang etal., 2021). Kitam platinos vaistui, cisplatinai, atsiradgs véziniy lasteliy
atsparumas taip pat gali buti slopinamas panaudojant natiiralius feroptozés
induktorius diterpenoidus, slopinant xCT sistema erastinu, sulfasalazinu arba
genetinémis intervencijomis (Fu et al., 2021, Roh et al., 2016, Sun et al.,
2021).

Gelezies metabolizmo keliy reguliacija. Cisplatinai atspariy kasos
duktalinés adenokarcinomos lasteliy gyvybingumas gali biiti sékmingai
sumazinamas jas veikiant feroptozés induktoriumi dihidroartemisininu.
Nustatyta, kad Siuo atveju lgsteliy jautrumas keiciasi dél stipriai padidéjusio
laisvos geleZies kiekio citozolyje ir tokiu biidu sukeliamos feroptozés (Du et
al., 2021). Kolorektalinio vézio lasteliy atsparumas S-fluoruracilui koreliuoja
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su padidéjusiu glikoproteino LCN2 kiekiu. Kadangi LCN2 dalyvauja
palaikant gelezies homeostaze, jis yra naudojamas Kkaip taikinys siekiant
sustiprinti 5-fluoruracilo citotoksiSkuma feroptozés keliu (Chaudhary et al.,
2021). Kitas baltymas, valdantis gelezies kiekj lasteléje, yra dvivalenciy
metaly transporteris 1 (DMT1). Turcu et al. parodé, kad DMT1 slopinimas
didina laisvos gelezies kiekj lasteléje, panaikina kriities vézio kamieniniy
lasteliy daugiavaistj atsparuma ir sukelia jy zatj feroptozés budu (Turcu et al.,
2020).

Lipidy metabolizmo reguliacija. Kasos vézio lgsteliy atsparumas
gemcitabinui iSnyksta lastelése aktyvavus ACSL4 (fermenta, aktyvinantj
riebaly rugstis pries jas jjungiant | membranos fosfolipidy sudétj) ir sukélus
feroptoze (Ye et al., 2020).

Feroptozé taip pat gali padéti jveikti jgimta ir jgyta atsparumg taikiniy
terapijai (1.6 pav.).

Feroptozé ir jgimtas atsparumas. Olaparibas, placiai naudojamas poli-
ADP ribozés polimerazés (PARP) slopiklis, yra FDA (angl. Food and Drug
Administration, JAV) patvirtintas vaistas pazengusiam gimdos véziui gydyti.
Taciau jis yra padeda tik toms pacientéms, kuriy vézinés lastelés turi mutavusj
BRCA1/2 baltyma. Nustatyta, kad feroptozés induktoriai padidina laukinio
tipo BRCA1/2 turin¢iy gimdos vézio lasteliy jautrumg olaparibui in vitro ir in
vivo sistemose (Hong et al., 2021). Daugiau kaip puséje metastazavusio
kolorektalinio vézio naviky randamos RAS mutacijos. RAS dalyvauja
perduodant signala augimo veiksniy receptoriais, o §io baltymo mutacijos
riboja antikoiny prie§ augimo veiksniy receptorius, pavyzdziui, cetuksimabo
(anti-EGFR), panaudojimg. Cetuksimabo ir natdralaus feroptozés
induktoriaus B-elemeno kombinacija ne tik veiksmingai sukelia feroptoze
kolorektalinio vézio lastelése, bet ir slopina epitelio-mezenchimos virsma,
jprastai lydintj vézio metastazavimo procesg (P. Chen et al., 2020). Feroptozés
sukélimas taip pat padidina gefitinibo veiksminguma trigubai neigiamo tipo
(angl. triple negative) kriities vézio lastelése, tipiniu atveju nejautriose Siam
vaistui (Song et al., 2020). Be to, feroptozé gali biiti panaudota ne tik
chemoterapiniam, bet ir imunoterapiniam atsparumui jveikti: feroptozés btidu
zistanCios vézinés arba imuninés Igstelés i§skiria DAMP (angl. Damage-
Associated Molecular Pattern) molekules ir citokinus, kurie pritraukia kitas
imuninio atsako lgsteles, sunaikinancias navika (X. Luo et al., 2021, Xu et al.,
2021).
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Feroptozé ir jgytas atsparumas. Sorafenibas yra jvairiy onkogeniniy
kinaziy slopiklis, naudojamas pazengusios hepatolastelinés karcinomos
gydymui. Deja, jam daznai iSsivysto atsparumas. Be kity lastelés zities tipy,
sorafenibas gali sukelti ir feroptozg, jis yra pirmo tipo feroptozés induktorius.
Parodyta, kad sorafenibo proferoptotinis veikimas jam atspariose lastelése gali
bati sustiprinimas slopinant ROS suriSancius baltymus metalotioneinus,
pavyzdZiui, metalotioneing-1G (MT-1G) (Sun et al., 2016).

Naviko Igsteliy
iSgyvenimas

1.6 pav. Atsparumo taikiniy terapijai mazinimas sukeliant feroptoz¢. VEGFR, EGFR ir PARP signaliniy
keliy aktyvacija skatina naviko lasteliy iSgyvenima ir atsparuma tam tikriems slopikliams (mélyni
staiakampiai). Kombinaciné terapija su feroptozés induktoriais (roziniai statiakampiai) § atsparuma
panaikina. EGFR, epidermio augimo veiksnio receptorius; LIP, laisva gelezis (angl. labile iron pool); MT-
1G, metalotioneinas-1G; PARP, poli-ADP ribozés polimerazé; PL-OH, fosfolipidy alkoholiai; PL-OOH,
fosfolipidy hidroperoksidai; VEGFR, kraujagysliy endotelio augimo veiksnio receptorius; xCT,

cistino/glutamato antiporteris (Zhang et al., 2022).

Plauciy adenokarcinomos atveju dazna EGFR mutacija. Pacientai, kuriy
navikuose §i mutacija aptinkama, gali biiti sékmingai gydomi EGFR
slopikliais, pavyzdziui, afatinibu arba erlotinibu. [domu tai, kad EGFR
slopikliams atsparios plauciy vézio lastelés jgyja padidéjus] jautrumg
feroptozés induktoriams (T. Zhang et al., 2021). Panasus efektas stebimas ir
inksty vézio lastelése, atspariose plataus poveikio tirozino kinaziy slopikliui
sunitinibui (Markowitsch et al., 2020).
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1.1.4.2. Vézio kamieninés ir dediferencijuotos lastelés

Vézio kamieninés lgstelés (dar vadinamos j kamienines panaSiomis
vézinémis lgstelémis arba navikg inicijuojanciomis lastelémis) yra naviko
lasteliy populiacija, pasizyminti kamieniniy lasteliy savybémis (Cosialls et al.,
2021). Jy buvimu taip pat galima aiskinti naviko atsparumg priesvézinei
terapijai. Atspary Siy lasteliy fenotipa lemia: 1) specifiné mikroaplinka
(fibroblastai, endotelio, mezenchiminés, imuninés Iastelés, sekretuojami
augimo veiksniai ir citokinai), kurie aktyvina atsparuma valdan¢ius
signalinius kelius bei fiziskai apsaugo lasteles nuo vaisty poveikio (Prieto-Vila
et al., 2017); 2) padidéjes ABC nesikliy kiekis ir paspartéjusi vaisto iSnasa i$
lastelés (Dean et al., 2005); 3) sulétéjes vézio kamieniniy lasteliy dalijimasis
(angl. quiescent state) (Chen et al., 2016); 4) Notch, Wnt, Hedgehog
signaliniy keliy aktyvacija (Pattabiraman ir Weinberg, 2014). Idomu tai, kad
vézio kamieninése lastelése yra pakites gelezies metabolizmas — padidéjes
transferino receptoriaus 1, feritino ir sumazéjes feroportino kiekis (Raggi et
al., 2017, Schonberg et al., 2015). Vienas i§ kamieniniy lasteliy Zymeny yra
glikoproteinas CD44. Sudariusi kompleksa su CD44 ligandu hialiuronatu,
gelezis lengvai patenka j véZio kamienines lgsteles (Muller et al., 2020). Taigi,
lyginant su nekamieninémis lastelémis, vézio kamieniniy lasteliy citozolyje
gelezies koncentracija yra didesné, o tai lemia ir didesnj jy jautruma
feroptozei. Kita vertus, gelezies kiekis vézio kamieninése Igstelése gali buti
didinamas ir dirbtinai, pasitelkiant tam tikrus chemoterapinius preparatus.
Pavyzdziui, Mai et al. parodé, kad salinomicinas ir jo darinys irinomicinas
skatina gelezies kaupimasi vézZio kamieniniy Igsteliy lizosomose. Citozolyje
sumazgjus laisvos gelezies koncentracijai, lastelé gauna signalg, kad
susiduriama su gelezies stygiumi. Siekiant atstatyti gelezies balansa,
lizosomose pradedamas skaidyti gelezj suriSantis baltymas feritinas. Taip
lgsteléje dar labiau padidéja gelezies kiekis ir sukeliama feroptozé (1.7 pav.)
(Mai et al., 2017).

Salinomicinas Lizosomy ROS . .
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‘\ 5 | Tt
Lizosomos V. Y
Branduolys Gelezies perteklius = . . _*
Gelezies trukumas
Vézio kamieniné lastelé Lastelés zatis

1.7 pav. Salinomicinas paskatina gelezies kaupimasi vézio kamieniniy lasteliy lizosomose ir sukelia lasteliy
zitj (Mai et al., 2017).
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Melanomos lasteliy atsparumas feroptozei siejamas su jy diferenciacijos
statusu. Vystantis melanomai, melanocitai gali jgyti keturias skirtingas
diferenciacijos biisenas (1.8 pav.). Melanomos lastelés gali dediferencijuoti
spontaniskai, po poveikio MAP kinaziy slopikliais arba imunoterapiniais
agentais. Dediferencijuotos biisenos lastelés pasizymi mazesniu GSH kiekiu
ir didesniu jautrumu feroptozés induktoriams (Tsoi et al., 2018).

Diferencijuotos Pereinamojo ‘NervipésA Nediferencijuotos
(melanocitinés) tipo skiauteres tipo

Daug MITF, daug B-katenino, maZai AXL Daug AXL, daug EGFR, mazZai MITF

_— _— | 2 —>r (1

Glutationo lygis, atsparumas feroptozei

e P P GPX4
slopinimas
MAPK slopinimas
Imunoterapija Feroptoze

1.8 pav. Jgimta arba terapijos sukelta melanomos lasteliy dediferenciacija C4-C1 kryptimi koreliuoja su
didéjanéiu jautrumu feroptozei. EGFR, epidermio augimo veiksnio receptorius; MAPK, MAP kinazés;
MITF, Mlcrophthalmia-associated Transcription Factor (Tsoi et al., 2018).

1.1.4.3. Kontaktus praradusios ir mezenchiminio tipo lastelés

Dar 1960 m. mokslininkai pastebéjo, kad didesniu tankiu augancios
lastelés yra ne tokios jautrios cisteino nebuvimui augimo terpéje nei tos, kurios
iSs¢jamos retai (Eagle, 1960). Véliau buvo parodyta, kad dideliu tankiu
augantys pelés embriono fibroblastai yra atspartis GPX4 slopinimui (Seiler et
al., 2008). Sie pastebéjimai pasiilé idéja, kad jautrumas feroptozei priklauso
nuo lasteliy tankio. Visgi, tiesioginé tarplasteliniy kontakty jtaka feroptozés
slopinimui atskleista tik pries keleta mety (Wenz et al., 2019). Wu et al. siiilo,
kad lemiama vaidmen;j turi Hippo signalinis kelias (1.9 pav.). Dideliu tankiu
auganciose lastelése $io kelio tarpininkus YAP ir TAZ slopina E-kadherinas.
Kolorektalinés karcinomos lastelése E-kadherinas slopina PAK kinaze, taip
netiesiogiai aktyvindamas jos taikinj merling. Aktyvus merlinas sudaro
kompleksg su KIBRA ir aktyvina LATS1/2, kuris fosforilina YAP/TAZ.
Fosforilinti YAP/TAZ skaidomi, o jy taikiniy, dalyvaujanciy feroptozés
valdyme — transferino receptoriaus TfR1, fosfolipidy biosintezés fermento
ACSL4, NAPDH oksidaziy NOX2 ir NOX4 — raiska slopinama (J. Wu et al.,
2019, W. H. Yang et al., 2019, Yang et al., 2020). Be to, YAP feroptoze
reguliuoti gali ir per kitg taikinj — E3 ubikvitino ligaze SKP2, kaip — tiksliai
nezinoma (W. H. Yang et al., 2021).
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1.9 pav. E-kadherino reguliuojama feroptozé. Dideliu tankiu auganciose lastelése E-kadherinas slopina
YAP/TAZ, tokiu biidu sumazindamas feroptoze valdanciy baltymy geny raiska. ACSL4, Acyl-CoA
Synthetase Long chain family member 4; AJ, adhezinés jungtys; a, o-kateninas; B, B-kateninas; Mer,
merlinas; NOX, NADPH oksidazé; TfR1, transferino receptorius 1. Pagal (Dietrich ir Hofmann, 2021).

Naviko lgstelés kontaktus su uzlgsteliniu uzpildu palaiko per integrinus.
Nustatyta, kad integrino a6p4 perduodamas signalas valdo krities vézio
lasteliy jautruma feroptozei. Ant neadhezyvaus pavirSiaus kultivuojamos
064 neekspresuojancios lastelés yra jautrios feroptozés induktoriams, jy Ziitj
i§ dalies sumazina feroptozés slopikliai ferostatinas-1 ir deferoksaminas.
Manoma, kad a6p4 integrinas atsparuma feroptozei valdo dviem biidais: 1)
aktyvindamas STAT3 signalinj kelig ir mazindamas ACSL4 kiekj; 2)
didindamas GPX4 kiekj. Taciau svarbu paminéti, kad neadhezinémis
salygomis auganciy lgsteliy zutj i§ dalies slopina ir pan-kaspaziy slopiklis Z-
VAD-FMK, kas rodo, kad dalis populiacijos Zusta apoptozés budu (Brown et
al., 2017). Bet kokiu atveju, Sie tyrimai atskleidzia, kad praradusios kontaktg
su augimo pagrindu vézinés lgstelés tampa lengvu feroptozes induktoriy
taikiniu.

Kontaktai su aplinkinémis Igstelémis ir augimo pagrindu prarandami
metastazés proceso pradzioje, vézinéms lgsteléms atsiskiriant nuo pirminio
naviko. Naviko metastazavimg beveik visuomet lydi epitelio-mezenchimos
virsmas (EMT). EMT — tai procesas, kurio metu padidéja epiteliniy lasteliy
plastiSkumas, judrumas, jos praranda sgveikg su pamatine membrana, pradeda
i§skirti uZlgstelinj uzpildg skaidancius fermentus ir virsta judriomis
mezenchiminémis lastelémis (Kalluri ir Weinberg, 2009). Tam, kad lastelés
tapty judresnés, turi pasikeisti jy plazminés membranos takumas, todél j
membrany sudétj pradedama jtraukti daugiau PUFA-PL. Kaip jau minéta,
PUFA stipriai padidina membrany jautruma peroksidacijai (Liu et al., 2018).
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Viswanathan et al. parodé¢, kad EMT peréjusios ir terapijai atsparios
karcinomos, melanomos, prostatos vézio ir sarkomos Iastelés tampa
priklausomos nuo GPX4 veikimo. Atsiveria galimybés Sias lasteles eliminuoti
feroptozés keliu (1.10 pav.) (Viswanathan et al., 2017).

Epitelinés EMT_ Mezenchiminés
Iastelés Metastazavimas Iastelés
Atsparumas apoptozei
ir chemoterapijai

PUFA-PL b BURG-EL
- iosintezé
- PUFA-PL
PUFA-PL Plazminés membranos PUFA-PL
pertvarkymas 5
0,
B N \
Selektyvus :
taikinys 1\—CP 14 ' (_ oksiduoti PUFA-PL
i

1.10 pav. Vézinés lastelés, peréjusios EMT, jgauna atsparuma apoptozei ir chemoterapijai. EMT procesui
reikalingas didesnis PUFA-PL kiekis lasteliy plazminéje membranoje, kas nei§vengiamai padidina jy
jautruma feroptozei ir GPX4 slopinimui (Liu et al., 2018).

1.1.5. Feroptozés detekcija: zymenys ir metodai

Feroptozés reguliatoriy ir Zymeny duomeny bazéje FerrDb V2
(http://www.zhounan.org/ferrdb/) §iuo metu yra anotuota apie penkiasdeSimt
teigiamy ir neigiamy feroptozés Zymeny, t. y. baltymy ir nekoduojanciy RNR,
kuriy lygis didéja arba mazéja lastelése vykstant feroptozei (1.2 lentelé).
Dauguma baltymy dalyvauja lipidy, gelezies apykaitoje, signalo perdavime ir
transkripcijos reguliacijoje (Zhou ir Bao, 2020). Taip pat Siandien Zinomos
aStuonios feroptoze valdancios nekoduojancios RNR (SLC16A1-AS1,
SETBP1-DT, ZNF93-AS1, SLC25A5-AS1, AC073896.2, LINC00242, PXN-
AS1 ir AC036176), kurios yra prognostiniai kasos vézio biozymenys (Chen et
al., 2022).

1.2 lentelé. Feroptozés biozymenys (FerrDb V2 duomenys).

Genas Geno produkto Raiskos Raiskos PMID
funkcija pokytis nustatymo
metodas
Adrenerginiy 24844246
receptoriy sintezés 1 RNR
ARRDC3 baltymas sekoskaita
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Aminoriigsciy 24844246
biosintezés RNR
ASNS baltymas sekoskaita
Transkripcijos RNR 24844246
ATF3 veiksnys sekoskaita
Transkripcijos RNR 24844246
ATF4 veiksnys sekoskaita
Vakuoliy ATPazés RNR 24844246
ATP6V1G2 komponentas sekoskaita
BLOC1S5- llga nekoduojanti RNR 24844246
TXNDC5 RNR sekoskaita
Aminoriigs¢iy 24844246
biosintezés RNR
CBS baltymas sekoskaita
Transkripcijos RNR 24844246
CEBPG veiksnys sekoskaita
RNR 24844246
Glutationo sekoskaita,
CHAC1 apykaitos baltymas kiekybiné PGR
Transkripcijos RNR 24844246
DDIT3 veiksnys sekoskaita
Transkripcijos RNR 24844246
DDIT4 veiksnys sekoskaita
Feritino sunkioji Imunaoblotas, 27514700
FTH1 grandiné kiekybiné PGR
Western blot 27773819
Feritino sunkioji analize,
FTH1 grandiné kiekybiné PGR
RNR 24844246
GDF15 Augimo veiksnys sekoskaita
Aminoriig§éiy 24844246
biosintezés RNR
GPT2 baltymas sekoskaita
Western blot 27773819
Glutationo analizé,
GPX4 peroksidazé 4 kiekybiné¢ PGR
Endoplazminio RNR 24844246
HERPUD1 streso baltymas sekoskaita
Kiekybiné 27773819
HSPB1 Saperonas PGR
Transkripcijos RNR 24844246
JDP2 veiksnys sekoskaita
Ubikvitino ligazés 24844246
komplekso RNR
KLHL24 baltymas sekoskaita
llga nekoduojanti RNR 24844246
LOC284561 RNR sekoskaita
llga nekoduojanti RNR 24844246
LOC390705 RNR sekoskaita
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Adaptorinis 24844246
baltymas,
dalyvauja Igsteliy RNR
LURAPIL migracijoje sekoskaita
Transkripcijos Kiekybiné 27773819
NFE2L2 veiksnys PGR
Oksalacetato RNR 24844246
PCK2 apykaitos baltymas sekoskaita
Oksalacetato RNR 24844246
PSAT1 apykaitos baltymas sekoskaita
Kiekybiné 24439385
PTGS2 Ciklooksigenazé PGR
G baltymy signalo 24844246
perdavimo RNR
RGS4 baltymas sekoskaita
Streso 24844246
indukuojamas
metabolinis RNR
SESN2 reguliatorius sekoskaita
Aminoriigséiy RNR 24844246
SLC1A4 transportas sekoskaita
Aminoriigséiy RNR 24844246
SLC3A2 transportas sekoskaita
Gelezies transporto Kiekybiné 27773819
SLC40A1 reguliatorius PGR
Aminoriig§éiy 24844246
transporto RNR
SLC7A5 reguliatorius sekoskaita
Mazoji branduolio RNR 24844246
SNORA16A RNR sekoskaita
Gelezies transporto Kiekybiné 27773819
TF reguliatorius PGR
Gelezies transporto Kiekybiné 27773819
TFRC reguliatorius PGR
RNR 24844246
TRIB3 Kinazé sekoskaita
Transkripcijos RNR 24844246
TSC22D3 reguliatorius sekoskaita
Citoskeleto RNR 24844246
TUBE1 baltymas sekoskaita
Oksidacinio streso RNR 24844246
TXNIP atsako reguliatorius sekoskaita
RNR 24844246
VEGFA Augimo veiksnys sekoskaita
Lipoproteiny RNR 24844246
VLDLR receptorius sekoskaita
Transkripcijos RNR 24844246
XBP1 veiksnys sekoskaita
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Transkripcijos 1 RNR 24844246
ZFP69B veiksnys sekoskaita

Be zymeny raiSkos tyrimo, feroptozés detekcijai naudojami ir kiti
metodai. Lasteliy zutis po feroptozés induktoriy poveikio gali biiti vertinama
pagal plazminés membranos integralumo praradima, lasteles dazant propidzio
jodidu ir analizuojant tékmés citometru. Siuo atveju lastelés paprastai kartu
veikiamos ir specifiniais feroptozés slopikliais bei parodoma, kad jie slopina
feroptozés induktoriais paveikty lagsteliy zitj. Feroptozés procesg taip pat
atspindi membranos lipidy oksidacija, kuri detektuojama panaudojant su
dazus C11-BODIPY, Click-It LAA ir LiperFluo (Kagan et al., 2017).
Pavyzdziui, C11-BODIPY 581/591 lipidiniam reagentui pereinant iS$
redukuotos j oksiduota formg jo fluorescencija pasikeicia i§ raudonos ] zalig.
Fluorescenciniu mikroskopu arba tékmeés citometru fiksuojamas raudonos
fluorescencijos intensyvumo sumazéjimas (lastelés plazminéje membranoje
maz¢éja redukuoty lipidy) ir/arba zalios fluorescencijos intensyvumo didéjimas
(membranoje daugéja oksiduoty lipidy) (Drummen et al., 2002). Membranos
lipidy oksidacija gali buti detektuojama ir netiesiogiai, pagal Salutiniy
produkty malondialdehido (MDA) ir 4-hidroksinonenalio (4HNE)
susidarymg. Tam daZniausiai pasitelkiama spektrofotometrija. Be to,
feroptoze galima sekti pagal GSH/GSSG ir Fe?"Fe®* kiekio santykio poky¢ius
lasteléje. Dazniausiai tam taip pat naudojami spektrofotometriniai metodai,
taCiau yra sukurta ir fluorescuojanciy dazy, kurie leidzia vertinti minéty
junginiy kiekio poky¢ius realiu laiku gyvose lastelése (Aron et al., 2016, Shi
etal., 2018).

1.2. Maisto medziagy trikumo sukeltas véziniy lgsteliy metabolinis
perprogramavimas

Sveiky ir véziniy lgsteliy atsakas j nepalankias augimo salygas, tokias
kaip maisto medziagy ar augimo veiksniy trikumas, yra skirtingas.
Badaujancios sveikos lastelés dazniausiai sulétina metabolizmg ir pereina j
nesidalinanciy lasteliy (angl. quiescent) busena (Codeluppi et al., 2011), o
vézinés lastelés prie pakitusios aplinkos prisitaiko ir dalijasi toliau. Lengvesne
adaptacija lemia pastovus maisto medziagy stygius kancerogenezés metu.
Kancerogenezés pradzioje véZinéms Igsteléms sparCiai besidalinant stipriai
iSauga jy energijos ir maisto medziagy poreikis. ISgyvena tik tos Igstelés,
kurios prie metabolity stygiaus yra labiausiai prisitaikiusios. Navikui didéjant,
jame susidaro maisto medziagy gradientai, kurie vélgi riboja lasteliy pri¢jima
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prie konkre¢iy maisto medziagy. O navikui metastazuojant vézinés lastelés
pastoviai atsiduria joms nepalankiose niSose (Faubert et al., 2020). Visais Siais
etapais tam tikry maisto medziagy buvimas arba nebuvimas lasteliy
mikroaplinkoje sukelia jy metabolinj perprogramavimg (angl. metabolic
rewiring) — priklausomybe nuo tam tikry maistiniy junginiy (Lorendeau et al.,
2015). Taip vieni navikai tampa priklausomi nuo glutamino, kiti — nuo
arginino ar serino (Luo, 2011, Patil et al., 2016, Wise ir Thompson, 2010).
Konkrecig priklausomybe lemia ne tik kancerogenezés metu zmogaus
organizme cirkuliuojancios maisto medziagos, bet ir audinio, i§ kurio
formuojasi navikas, tipas, naviko heterogeniskumas, véziniy lasteliy saveika
su stromos lgstelémis bei funkciniai tam tikro vézio tipo lasteliy poreikiai
(Altea-Manzano et al., 2020). Ar metastazavimui svarbiis naviko Igsteliy
metaboliniai pokyc¢iai yra jgyjami, ar jgimti, néra iki galo iSaiskinta (1.11
pav.). Pagal viena scenarijy, pirminj navika sudaro fenotipiskai identiski
klonai, tacCiau priklausomai nuo maisto medziagy ir deguonies kiekio
aplinkoje, kai kuriose lastelése jvyksta fenotipiniai pokyciai. Lengviausiai
prisitaikantys klonai metastazuoja. Pagal kitag scenarijy, naviko lastelés
pasizymi skirtingu metaboliniu fenotipu dar evoliucijos pradzioje. Nors $is
vidinis metabolinis heterogeniSkumas gali biiti nepastebimas ir nesuteikti
pranasumo pirminiame navike, i§ pakitusiy lasteliy gali atsirasti klonai,
sugebantys metastazuoti ir formuoti antrinius navikus naujoje aplinkoje
(Fendt et al., 2020).

Yra i$skiriami du véziniy lasteliy metabolinio perprogramavimo tipai:
lankstumas (angl. flexibility), arba geb¢jimas panaudoti skirtingas maisto
medziagas energijos gamybai, ir plastiSkumas (angl. plasticity), arba ty paciy
maisto medziagy panaudojimas skirtinguose metaboliniuose keliuose
(Grasmann et al., 2021). Metabolinis lankstumas svarbus formuojantis
pirminiam navikui, ta¢iau metastazése jis dominuoja retai, joms budingesnis
metabolinis plastiSkumas (Andrzejewski et al., 2017, Dupuy et al., 2015,
Tasdogan et al., 2020).

1.2.1. Metabolinis perprogramavimas ir feroptozé

Lasteliy jautrumas feroptozei glaudziai susijes su jy metabolizmu.
Pagrindiniai metabolitai, valdantys feroptoze, yra, zinoma, geleZis, taip pat
selenas, naudojamas kaip GPX4 kofaktorius, antioksidantai kofermentas Q ir
vitaminas E (Qi et al., 2021). Metabolinj perprogramavimg vézinése lastelése
valdo SLC7A11. SLC7A11 yra cistino-glutamato antiporterinés sistemos xc
komponentas, atlickantis pernasos funkcija (kitas heterodimero subvienetas
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SLC3A2 yra struktirinis ir palaiko SLC7A11 stabilumag plazminéje
membranoje) (Koppula et al., 2021). Xc transporteriu j lgstele jneSamas
cistinas, naudojamas redokso homeostazei palaikyti ir kaip statybiné
medziaga. Svarbu paminéti, kad pernasos buidu j lastele patenka didzioji dalis
jai reikalingo cisteino (redukuota cistino forma), ir tik nedidelé dalis gali buti
sintetinama i§ metionino (Adelmann et al., 2020).

Navikas Navikas

% Identiski klonai

* 02, MAISTO MEDZIAGY SKIRTUMAI

Naujas fenotipas
Epigenetiniai pokyciai
Metabolinis perprogramavimas

METASTAZAVIMAS

Heterogeniski klonai
Somatinés mutacijos

VézZio kamieninés
Igstelés

Prisitaikiusiy klony
daugéja

%3
83

Naviko evoliucija tesiasi

1.11 pav. Du galimi naviko evoliucijos keliai. Pagal pirmajj (kair¢je), pirminio naviko heterogeniskumas
didéja dél aplinkos poveikio. Pagal antraji (deSinéje), pirminis navikas yra heterogeniskas evoliucijos
pradzioje, o jos eigoje vyksta geriau prisitaikiusiy lasteliy atranka. Abiem atvejais metastazuoja labiausiai
evoliucionave klonai.

Vézinése lastelése SLC7A11 Kkiekis neretai yra padidéjes. Visgi,
sklandziam SLC7A11 veikimui lgstelés turi ,,paaukoti“ tam tikras medziagas.
Visy pirma, cistino jnasa vyksta kartu su glutamato iSnasa. Prarandama
glutamato dalis svyruoja nuo 30 iki 50% vidulastelinio jo kiekio (Bannai ir
Ishii, 1988). Be to, uzlastelinéje erdvéje cisteinas egzistuoja cistino pavidalu.
Cistino redukcijai naudojamas NADPH. Intensyvus glutamato ir NADPH
naudojimas sukelia SLC7A11 ekspresuojanciy véziniy Igsteliy priklausomybe
nuo kity junginiy — glutamino ir gliukozés.

Metaboliné lasteliy priklausomybé nuo glutamino. | lastele per
SLC1AS5 ar kitus transporterius patekusj glutaming glutaminazé vercia ]
glutamatg. Lasteléje glutamatas naudojamas GSH sintezei arba
metabolizuojamas | a-ketoglutaratg ir dalyvauja trikarboksirtigsciy cikle.
Kadangi padidéjusj SLC7A11 kiekj ekspresuojaniose véZinése lastelése
aktyviau vyksta glutamato iSnasa, jose turi buti paspartinama glutamino jnasa
bei padidintas glutaminazés aktyvumas. Taigi, tokios Igstelés tampa
priklausomos nuo glutamino kiekio aplinkoje (angl. glutamine addiction)
(Muir et al., 2017, Timmerman et al., 2013).
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Metaboliné lgsteliy priklausomybé nuo gliukozés. Kiek sunkiau
paaiskinti, kaip SLC7A11 sukelia lasteliy priklausomybe nuo gliukozes,
kadangi SLC7A11 néra tiesiogiai susij¢s su gliukozés metabolizmu. Kaip jau
minéta, cistinas Igsteléje greitai redukuojamas iki cisteino, tam naudojamas
NADPH. NADPH sintetinamas pentoziy fosfato kelio metu, o Siam yra
reikalinga gliukozé. Esant gliukozés trukumui aplinkoje stabdoma NADPH
sintezé, lasteléje kaupiasi jai nuodingas cistinas bei ROS ir lastelé Zusta. Tokiu
bidu SLC7AI11 pavercia vézines lasteles priklausomomis nuo gliukozés
(angl. glucose addiction) (Liu et al., 2020).

SLC7A11 - taikinys prie$vézinéje terapijoje. Pagrindiniai SLC7A11
slopinimui naudojami prieSvéziniai junginiai yra pirmos klasés feroptozés
induktoriai: erastinas ir jo analogai, sulfasalazinas, sorafenibas. Be to,
akivaizdu, kad padidéjusiu SLC7A11 lygiu pasizymincéiose véZinése lastelése
terapiniais taikiniais tampa glutamino ir gliukozés metabolizmo baltymai.
Pavyzdziui, glutamino priklausomybe iSvysciusios vézinés lastelés turéty buti
jautrios glutaminaziy slopikliams. Nuo gliukozés priklausomy véziniy lasteliy
zutis sukeliama slopinant gliukozés nesiklius GLUT (Koppula et al., 2021).

Reikia paminéti, kad metabolinio perprogramavimo sukelti
antioksidacinio atsako pokyciai gali biiti naudingi siekiant jveikti atsparumag
tam tikriems chemoterapiniams preparatams, kuriy pagrindinis veikimo
mechanizmas néra oksidacinio streso sukélimas. Tai iliustruoja atsparumo
cisplatinai pavyzdys. Siam vaistui atspariose plaudiy vézio lastelése
metabolinis perprogramavimas padidina ROS kiekj, taigi, lastelés tampa
priklausomos nuo deguonies metabolizmo (Cruz-Bermudez et al., 2019).
Didelis ROS kiekis padidina GSH poreikj, o glutamato jnaSos slopinimas
selektyviai sunaikina cisplatinai atsparias lgsteles. Glutamatas GSH sintezei
gali biiti sintetinamas i§ glutamino, taigi, lastelés kartu tampa priklausomos ir
nuo glutamino kiekio aplinkoje (Wangpaichitr et al., 2017).

1.2.2. Maisto medziagy trukumo sukélimu pagrjsta prieSvéziné terapija
(angl. starvation-based anticancer therapy)

Véziniy lgsteliy metabolinis perprogramavimas ir pastovus maisto
medziagy poreikis atveria galimybes naujai prie$vézinés terapijos rusiai —
maisto medziagy trikumo sukélimu (badavimu) pagristai priesvézinei
terapijai (angl. starvation-based anticancer therapy). Ji turi dvi kryptis.
Kadangi pagrindiniais metabolitais navika apriipina kraujagyslés, pirmoji
kryptis siekia slopinti kraujagysliy formavimgsi arba suardyti jau esantj
naviko kraujagysliy tinklg (Hollebecque et al., 2012, Mukherjee ir Patra,
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2016). Antroji strategija pagrista naviko mikroaplinkoje cirkuliuojanéiy
maisto medziagy suskaidymu arba jy pernasos j vézines lasteles blokavimu
(Fu et al., 2018, Selwan et al., 2016). Siekiant padidinti terapinj efektyvuma,
badavimu pagrista prieSvéziné terapija daznai derinama su Kkitais
prieSvéziniais metodais, tokiais kaip chemoterapija, fototerapija arba
fotodinaminé terapija (Feng et al., 2019, Lietal., 2017, X. Yang et al., 2019).
Atskiras potipis yra pseudobadavimo (angl. pseudostarvation) sukélimas,
kuomet standartinémis salygomis augancios vézinés lgstelés yra veikiamos
junginiais, sukelianciais jose badavimo iliuzija, pavyzdziui, mTOR signalinio
kelio slopikliais (Zhou ir Huang, 2012).

1.2.2.1. Naviko kraujagysliy tinklg slopinancios/ardancios terapijos

Naujy kraujagysliy formavimasis i$ jau esan¢iy vadinamas angiogeneze
(Jiang et al., 2020). Angiogenezés slopinimu pagrista antiangiogeniné
terapija. Paprastai joje naudojami junginiai, blokuojantys kraujagysliy
endotelio augimo veiksnio VEGF signalo perdavimg, tai — antikfinai prie$
VEGF arba jo receptoriaus VEGFR slopikliai. Kai kurie yra patvirtinti FDA
(angl. Food and Drug Administration, JAV) Kklinikiniam naudojimui
(Meadows ir Hurwitz, 2012). Antiangiogeniné terapija sékmingai slopina
inksty, skydliaukés, kiausidziy, gimdos vézio ir hepatolastelinés karcinomos
naviky augima, ta¢iau kasos véziui gydyti néra efektyvi (Lupo et al., 2016).
Visy pirma, ilgesnj laikg taikant $ig terapija paskatinama naviko hipoksija ir
gaunamas prieSingas efektas — padidinamas VEGF kiekis bei kraujagysliy
formavimasis. Be to, blokuojant kraujo cirkuliacija navike kartu slopinamas ir
vaisto patekimas, vadinasi, mazé&ja chemoterapijos efektyvumas (Annese et
al., 2019). Taip pat zinoma, kad kasos navikai naudoja angiogenezés
alternatyvas, pavyzdziui, vascular co-option, kai maisto medziagy patekimui
,pasisavina“ aplinkiniy organy kraujagysles, bei mimikrija (angl.
vasculogenic mimicry), kai plastiskos vézinés lastelés imituoja kraujagysliy
endotelio lasteles (Li et al., 2019).

Skirtingai nei antiangiogeniné terapija, kurios metu blokuojami endotelio
lasteliy iSgyvenima valdantys signaliniai keliai, kraujagysles ardantys
junginiai (angl. Vascular Disrupting Agents, VDA) staigiai sustabdo kraujo
cirkuliacijg navike ir sukelia jo nekroze (Cooney et al., 2006). VDA suardo
endotelio lgsteliy citoskeleta (dazniausiai taikinys btna tubulinas) arba
tarpusavio jungtis, palaikomas integriny. Stipriausiai VDA veikia didesnio
tiirio navikus ir jy Serdyje esancias lgsteles, ta¢iau yra maziau toksiski naviko
periferijos lasteléms, kurios maisto medziagas gali perimti i§ aplinkiniy
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audiniy (Gridelli et al., 2009). Neretai antiangiogeniai vaistai ir VDA
derinami. Keletas VDA junginiy pastaraisiais metais per¢jo i klinikines tyrimy
stadijas (Siemann et al., 2017).

Kraujo cirkuliacija navike taip pat blokuojama panaudojant j navikg
nutaikytus peptidus (angl. Tumor-Homing Peptide, THP). THP yra trumpas
(dazniausiai iki 30 aminortgsciy ilgio) oligopeptidas, specifiskai
sgveikaujantis su vézinémis lgstelémis (Kondo et al., 2021). Prie tokio peptido
prijungus trombing, galima ,,uzkimsti” naviko kraujagysles ir sukelti maisto
medziagy stygiy navike (Li et al., 2018).

1.2.2.2. Metabolity skaidymas arba pernasos j lastele slopinimas

Gliukozés oksidazé (GOx) katalizuoja gliukozés oksidacijg iki gliukono
rigsties ir vandenilio peroksido. Sioje reakcijoje ne tik sunaudojama gliukozé,
bet ir didéja aplinkos riigS§tingumas ir sukeliamas oksidacinis stresas, naviko
lasteliy struktiirinés pazaidos ir jy zatis (Yu et al., 2019). Panaudojant
nanomedziagas, GOx gali biiti specifiSkai pernesama j navika, viena arba
kartu su tam tikrais prie§véziniais vaistais, sustiprinanciais gydymo
efektyvumg. Kadangi GOx katalizuojamoje reakcijoje susidaro ROS,
perspektyvu GOXx derinti su vaistais, kuriuos ROS aktyvina, pavyzdziui, H>O;
jautriu doksorubicino analogu BDOX arba ROS aktyvinamu kamptotecino
provaistu PCPTMA (Cheng et al., 2019, Li et al., 2017). 450-490 nm bangos
ilgio $viesa skatina HO, virtimg hidroksiradikalu -OH, kuris yra dar
toksiSkesnis véZinéms lasteléms nei H,O, (Chang et al., 2017). Be
fototerapijos, GOx derinama ir su fotodinamine terapija (angl. photodynamic
therapy, PDT). Prie nanodaleliy prijungiama GOx, katalazé ir j navika
nukreipiantis peptidas. Tokioms daleléms patekus j vézines lasteles, katalazé
hidrolizuoja GOx reakcijoje susidariusj H2O», susidaro deguonis. Lasteles
paveikus fotosensibilizatoriumi ir apSvietus tam tikro bangos ilgio Sviesa,
generuojamos ROS ir sukeliama lasteliy zatis. Sis badas idealus pries
hipoksinius navikus, kurie j PDT reaguoja silpnai (X. Yang et al., 2019).

Navikg priversti ,,badauti“ galima ne tik tiesiogiai, skaidant maisto
medZiagas jo mikroaplinkoje, bet ir slopinant metabolity pasisavinimg.
Slopinami gali buti gliukozés, aminorigsciy, acetato ir laktato neSikliai, mazo
tankio lipoproteiny receptoriai, makropinosomy susidarymas, jy skaidymas
lizosomose arba autofagija. Kitaip tariant, blokuojami bet kokie keliai, kuriais
lastelé gali biiti apriipinama maisto medziagomis (Selwan et al., 2016).
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1.2.2.3. Pseudobadavimas

Pseudobadaujanti véziné lastelé gauna signalus, kad jos aplinkoje truksta
maisto medziagy, nors i§ tiesy taip néra. Patirdama mitybinj stresa, lastelé
pirmiausiai bando slopinti tuos procesus, kurie reikalauja daug energijos ir
statybiniy medziagy. Vienas i§ jy yra baltymy biosintezé (transliacija).
Pagrindinis lastelés energijos ,,sensorius® §iuo atveju yra mTOR (1.12 pav.).
Tai — serino/treonino kinazé, kuri konverguoja augimo veiksniy receptoriy ir
maisto medziagy transporteriy perduodamus signalus ir pagal juos aktyvina
arba slopina tam tikrus procesus, tuo metu naudingus lgstelei. Jeigu maisto
medziagy yra pakankamai, mTOR skatina baltymy ir lipidy biosintezg bei
slopina baltymy skaidyma. Trukstant maisto medziagy ar augimo veiksniy,
mTOR kompleksai slopinami, todél slopinama ir transliacija, o autofagija
paskatinama. Taip lastelé prisitaiko prie nepalankiy augimo salygy mTOR
jeina j dviejy baltyminiy kompleksy sudétji: mTORC1 ir mTORC2. mTORCI1
pagrindiniai taikiniai yra transliacija ir autofagija reguliuojantys baltymai, o
MTORC2 daugiausiai aktyvina augimo veiksniai (Saxton ir Sabatini, 2017).

Atsizvelgiant j mTOR funkcija, pseudobadavimo biiseng lasteléje galima
sukelti slopinant mTOR kompleksus arba kitus mTOR signalinio kelio
tarpininkus, dalyvaujanéius streso atsake, pavyzdziui, AMPK (O'Neill ir
Hardie, 2013, Procaccini et al., 2021). mTOR slopikliai biina keliy tipy.
Pirmos kartos mTOR slopikliai yra rapamicinas ir jo analogai rapalogai, kurie
slopina mTORC1 kompleksg netiesiogiai, jungdamiesi su jo saveikos
partneriu FKBP12. FKBP12 ir rapamicino ar rapalogy kompleksui prisijungus
prie FRB domeno, blokuojama mTOR sgveika su substratais. Antros kartos
mTOR slopikliai (AZD8055, INK128, OSI027) konkuruoja su ATP dél
prisijungimo mTOR kinazés aktyviajame centre. Tre€ios kartos mTOR
slopiklis RapaLink-1 vienu metu saveikauja su FKBP12 ir slopina mTOR
katalizinj aktyvumg, todél yra efektyvus iSsivysCius atsparumui pirmos ir
antros kartos slopikliams (J. Xie et al., 2016).

1.3. Literatuiros apzvalgos apibendrinimas

Feroptozé — neseniai atrasta nuo gelezies priklausoma lgsteliy Zitis,
kuriai vykstant oksiduojami lgstelés membranos lipidai. Feroptozei vykti
reikalingos trys salygos: Igstelés membranos fosfolipidy sudétyje turi biti
oksidacijai jautriy polinesoCiyjy riebaly rugsciy, citozolyje turi pakakti
oksidacijos-redukcijos reakcijose galin¢ios dalyvauti geleZies, o GPX4,
fermentas, apsaugantis lasteles nuo lipidy oksidacijos, turi biti neveiklus.
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Todél feroptozés induktoriai paprastai tiesiogiai arba netiesiogiai slopina
GPX4 aktyvumg arba mazina §io baltymo kiekj lasteléje.
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1.12 pav. VirSuje: mTORC! ir mTORC2 valdomi procesai ir pagrindiniai signaliniai keliai. Apacioje:
mTORCI1 ir mTORC?2 subvienetai ir saveikos su mTOR vietos (Saxton ir Sabatini, 2017).

Kancerogenezés metu vézinés lastelés nuolatos patiria maisto medziagy
ir augimo veiksniy triikuma, todél prisitaikydamos gali atsisakyti vieny
metabolity, bet tapti priklausomomis nuo kity. Tai gali keisti Igsteliy jautruma
feroptozei. Be to, metabolinis perprogramavimas ir visuminis didelis maisto
medziagy poreikis atveria galimybes badavimu pagristoms prieSvézinéms
terapijoms (angl. starvation-based cancer therapies). Jos pagristos maisto
medziagy patekimo j navikg slopinimu arba naviko mikroaplinkos metabolity
skaidymu. Badavimo pojiitj vézinése lgstelése galima sukelti ir slopinant
mTOR signalinj kelig, kuris yra pagrindinis aplinkos salygy ,,sensorius®.
Tokia dar palyginus nedaug iStirta Igsteliy buisena vadinama pseudobadavimu.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

Medziagos pirktos i§ Carl Roth, jei neparaSyta Kitaip.

2.1.1. Citotoksiniai preparatai ir slopikliai

Cisplatina (CisPt, 0,1-100 uM), pirkta i§ Accord, ir oksaliplatina (OxaPt,
0,1-100 uM), pirkta i§ Fresenius Kabi, laikoma +4°C. 5-fluoruracilas (5-FU,
0,1-100 pM) pirktas i§ Accord ir laikomas kambario temperatiroje.
Gemcitabino hidrochloridas (Gm, 0,1-100 uM) pirktas i§ Sigma ir laikomas -
20°C arba -80°C.

EGFR slopiklis afatinibas (Afa, 1 uM), FGFR slopiklis BGJ398 (BG, 1
uM), feroptozés induktorius erastinas (Era, 0,4-20 pM), feroptozés slopiklis
ferostatinas (Ferr-1, 1 uM), mTORC1 ir mTORC?2 slopiklis INK128 (INK,
0,125 nM), Src slopiklis saracatinibas (Sar, 2 uM), ERK slopiklis SCH772984
(SCH, 1 uM), Raf-1 ir B-Raf slopiklis sorafenibas (Sor, 1 uM), YAP
antagonistas Super-TDU (TDU, 0,2 uM), FAK slopiklis PF573228 (PF, 2
uM), GSK-3 slopiklis tideglusibas (TDG, 5 uM), IKK kinazes slopiklis
TPCA-1 (TPCA, 5 uM), MST 1/2 slopiklis XMU-MP-1 (XMU, 5 uM) pirkti
i§ Selleck Chemicals. Akt slopiklis VIII (VII1, 1 nM), c-Raf slopiklis GW5074
(GW, 1 uM), ULK-1 slopiklis SBI-0206965 (SBI, 1 uM), JNK slopiklis
SP600125 (SP6, 5 uM), tankiraziy slopiklis XAV939 (XAV, 5 uM) pirkti i$
Sigma. mTORCT slopiklis rapamicinas (Rap, 0,25 nM) pirktas i§ Santa Cruz
Biotechnology. Kaspaziy slopiklis Z-VAD-FMK (ZVAD, 1 uM) pirktas i$
R&D Systems. RIPK1 slopiklis nekrostatinas-1 (Nec-1, 1 uM) pirktas i§ Alfa
Aesar. Slopikliai istirpinti DMSO ir laikomi -20°C.

Citotoksiniai preparatai ir slopikliai iki reikiamos koncentracijos
skiedziami lgsteliy augimo terpe be priedy prie§ pat naudojima.
Eksperimentuose, kuriuose buvo naudoti DMSO tirpinti junginiai, kontrolinés
(vaistais neveiktos) lastelés buvo veikiamos atitinkamu tiiriu DMSO.

2.1.2. Rekombinantiniai baltymai

IGF, EGF ir bFGF (100 ng/ml) pirkti i§ Invitrogen, tirpinti pagal
gamintojo rekomendacijas ir laikomi -20°C.
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2.1.3. Lasteliy linijos

Darbe naudotos Sios zmogaus kasos duktalinés adenokarcinomos lgsteliy
linijos:

Miapaca2, i$vesta A. Yunis et al. 1977 m. i§ pirminio kasos naviko
(Yunis et al., 1977). Turimos mutacijos: KRAS (p.Gly12Cys), TP53
(p.Arg248Trp), CDKN2A (delecija).

Panc-1, i§vesta M. Lieber et al. 1975 m. i§ pirminio kasos naviko (Lieber
et al., 1975). Turimos mutacijos: KRAS (p.Gly12Asp), TP53 (p.Arg273His),
CDKNZ2A (delecija).

Su.86.86, isvesta B. J. Drucker 1988 m. i$ kasos vézio metastaziy
kepenyse (Drucker et al., 1988). Turimos mutacijos: KRAS (p.Gly12Asp),
TP53 (p.Gly245Ser).

T3M4, isvesta T. Okabe et al. 1983 m. i§ kasos vézio metastaziy
limfmazgiuose (Okabe et al., 1983). Turimos mutacijos: KRAS (p.GIn61His),
TP53 (p.Tyr220Cys).

Capan-26, isvesta 2021 m. i§ kasos vézio pirminio naviko (Zalyte et al.,
2021). Turimos mutacijos: KRAS (tre¢iojo egzono delecija), TP53
(p-Vall72Phe).

Miapaca?2 lasteles padovanojo dr. V. Karabanovas (Nacionalinis vézio
institutas, Biomedicininés fizikos laboratorija), o Panc-1, Su.86.86 ir T3M4
lasteliy linijos yra dr. A. Kanopkos (Biotechnologijos institutas, Imunologijos
ir lastelés biologijos skyrius) dovana.

2.1.4. Tirpalai ir kitos medziagos Western Blot analizei

EB++ buferis: 10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 1 mM Tris bazés, 50 mM NaCl, 50
mM NaF, 1% tritono X-100, 5 mM EDTA, 2 mM NazVO. (Sigma), iskaitinto
100°C temperatiiroje 5 min, 1 mM PMSF; pH 7,2-7,4;

3X pavyzdzio buferis: 188 mM Tris-HCI/NDS, pH 6,8, 30% glicerolio, 12%
NDS, 6% 2-merkaptoetanolio, 0,01% bromfenolio mélynojo;
N’-tetrametiletilendiaminas (TEMED);

Amonio peroksosulfatas (10%) (Sigma);

Akrilamidas/bisakrilamidas: 30% akrilamido, 0,8% bisakrilamido;

4x Tris-NDS: 1,5 M Tris-HCI, 0,4% NDS, pH 8,8;

4x Tris-NDS: 0,5 M Tris-HCI, 0,4% NDS, pH 6,8;

Elektroforezés buferis: 25 mM Tris bazés, 192 mM glicino, 0,1% NDS, pH
8,3;
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Baltymy molekulinés masés standartas Pierce™ Prestained Protein MW
Marker (26612) (Thermo Fisher Scientific);

PernaSos buferis: 25 mM Tris bazés, 192 mM glicino, 0,1% NDS, 20%
metanolio (Sigma);

Blokavimo (Blott’o) buferis: 1% pieno milteliy, 0,05% Tween-20, 0,02%
NaNs; Western Rinse buferyje (154 mM NaCl, 8 mM Tris-HCI, 2 mM Tris-
bazés);

PBS-T: PBS su 0,1% Tween-20.

2.1.5. Darbo su bakterijomis reagentai

Ampicilino natrio druska (Sigma Aldrich);

LB terpé (10 g/1 triptono (Oxoid), 5 g/l mieliy ekstrakto (Oxoid), 10 g/l NaCl,
pH 7,0);

Agarizuota LB terpé (LB terpé su 1,5% agaru (Oxoid),

Gliukozé (Sigma Aldrich);

Restrikcijos endonukleazés restrikcinei analizei: BgIII, EcoRI, Xhol (Thermo
Fisher Scientific);

TBE buferis: 0,13 M Tris-bazés (pH 7,6), 45 mM boro ragsties, 2,5 mM
EDTA,;

Etidzio bromidas (Invitrogen);

Meéginiy uznes$imo dazas 6x MassRuler Loading Dye Solution (Thermo Fisher
Scientific);

DNR molekulinés masés standartas GeneRuler™ DNA Ladder Mix,
(SM0333) (Thermo Fisher Scientific);

Agarozé TopVision (Thermo Fisher Scientific).

2.2. Metodai
2.2.1. Lasteliy kultivavimas

Miapaca2, Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 linijy lastelés kultivuojamos
DMEM (Gibco) terpéje, o Capan-26 — IMDM (Gibco) terpéje su 10% FBS ir
penicilinu/streptomicinu  (Gibco). Perséjimui lgstelés praplaunamos PBS
tirpalu ir atkeliamos nuo augimo pavirSiaus 0,25% tripsino/EDTA tirpalu
(Gibco). Jeigu nenurodyta kitaip, eksperimentams naudoti Sie lgsteliy séjimo
tankiai: Miapaca2 — 80 000 last./ml, Panc-1 ir Su.86.86 — 70 000 last./ml,
T3M4 — 90 000 last./ml. Capan-26 lastelés eksperimentams skiedziamos 3-4
kartus. Lasteliy séjimo tankiai pasirinkti taip, kad poveikio ir matavimo diena
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lastelés biity eksponentinéje augimo fazéje. Lastelés auginamos 37°C
temperatiroje ir 5% COz bei 95% drégmés atmosferoje.

Aminoriigs¢iy badui sukelti lastelés kultivuojamos DMEM terpéje,
neturin¢ioje L-glutamino, L-lizino ir L-arginino (Gibco), papildytoje
penicilinu/streptomicinu (Gibco).

2.2.2. Lasteliy gyvybingumo testai

2.2.2.1. MTT metodas

Metodas pagristas MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio
bromido) redukcija iki violetinés spalvos produkto 1-(4,5-dimetiltiazol)-3,5-
difenilformazano. Nuo lasteliy nusiurbus terpg, uzpilama 0,5 mg/ml MTT
tirpalo, inkubuojama 1 val. 37°C temperatiiroje. Nusiurbus MTT tirpala, dél
gyvybingy lasteliy oksidoreduktaziy veiklos susidargs violetinés spalvos
dazas ekstrahuojamas DMSO ir spektrofotometru Varioskan Flash (Thermo
Fisher Scientific) matuojama sugertis, esant 560 nm bangos ilgiui.

2.2.2.2. Lasteliy dazymas propidzio jodidu

Metodas paremtas skirtingu raudonai fluorescuojancio dazo propidzio
jodido patekimu j gyvas ir Zuvusias Igsteles. Surinktos i§ terpées ir atkeltos nuo
augimo pagrindo lastelés nucentrifuguojamos 600xg 3 min, suspenduojamos
PBS, nudazomos propidzio jodidu (0,5 pg/ml, 5-10 min, kambario
temperattroje) ir analizuojamos tékmeés citometru Guava easyCyte SHT
(Merck-Millipore). Propidzio jodidas patenka tik j kiaurg membrang turinéias
lasteles, taip atskiriamos gyvy ir zuvusiy lasteliy populiacijos. Kai kuriuose
eksperimentuose kartu vertinta ir apoptuojanéiy lasteliy populiacijos dalis,
turinti aktyvig kaspaze 3/7. Tuomet eksperimento pradzioje lgstelés
papildomai dazytos zaliai fluorescuojanciu CellEvent Caspase-3/7 Green
Detection reagentu (0,5 uM, 30 min, 37°C) (Invitrogen). Duomeny analizé
atlikta naudojant Flowing Software 2.5.1 (Turku universitetas) programing

jranga.
2.2.3. Oksiduoty lipidy nustatymas tékmes citometrijos metodu

Oksiduoty lipidy kiekiui jvertinti lgstelés 30 min 37 °C temperatiiroje
dazomos 0,5 uM C11 BODIPY 581/591 fluorescencinio dazo (Invitrogen),
atkeliamos nuo augimo pagrindo 0,25% tripsino/EDTA tirpalu ir
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centrifuguojamos 600xg, 3 min. Lasteliy nuosédos suspenduojamos PBS ir
analizuojamos tékmés citometru Guava easyCyte 8HT (Merck-Millipore).
C11 BODIPY 581/591 lipidy sensorius lokalizuojasi lastelés plazminéje
membranoje. Oksiduojantis membranos lipidams, junginys pereina i$
redukuotos j oksiduotg forma, o jo fluorescencija keiciasi i§ raudonos | zalia.
Zalios fluorescencijos (FITC) intensyvumo didéjimas registruojamas tékmeés
citometru. Duomeny analiz¢ atlikta naudojant Flowing Software 2.5.1 (Turku
universitetas) programing jranga. Kadangi po erastino poveikio Miapaca2 ir
Panc-1 lasteliy populiacijose buvo oksiduotos tik dalies lasteliy membranos,
kiekybiskai vertinant tékmés citometrijos rezultatus procentaliai jvertinta
oksiduotos lasteliy populiacijos dalis. Su.86.86, T3M4 ir Capan-26 lasteliy
populiacija neissiskaidé j stipriau ir silpniau oksiduotg, todél §iuo atveju buvo
vertintas bendras fluorescencijos intensyvumo padidéjimas (2.1 pav.).

Miapaca2 T3M4

Lasteliy skaidius
B
Lasteliy skaicius

oo TG frsconcion | Lot FITG fuassencios |
2.1 pav. Miapaca2 ir T3M4 lasteliy tékmés citometrijos histogramy pavyzdziai. FITC, fluoresceino
izotiocionatas; I, intensyvumas; Oks. pop. — stipriau oksiduota lasteliy populiacija.

2.2.4. Redukuoto glutationo (GSH) kiekio nustatymas

GSH kiekio nustatymui Igstelése naudojamas Ellman‘o reagentas DTNB
(5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoiné rugstis) (Sigma). GSH reaguojant su DTNB
susidaro geltonos spalvos produktas. Atkeltos nuo augimo pagrindo lastelés
centrifuguojamos 400xg 4 min ir suspenduojamos PBS. 10 ul suspensijos
paimama lgsteliy skaiCiavimui tékmés citometru. Likusios Igsteles
nusodinamos centrifuguojant ir suspenduojamos 20 ul darbinio buferio (100
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA). Baltymy nusodinimui j tirpalg pridedama 20 pl
5% trichloracto riigsties, mégintuveliai inkubuojami ant ledo 15 min. Riigstis
neutralizuojama 5 pl Tris bazés (2 M). Méginiai centrifuguojami 12 000xg 5
min. Supernatantas dazomas 1,5 mM DTNB ir spektrofotometru Varioskan
Flash (Thermo Fisher Scientific) matuojama sugertis, esant 412 nm bangos
ilgiui. GSH kiekis apskai¢iuojamas pagal gryno GSH kalibracing kreive ir
normuojamas pagal pradiniame méginyje buvusiy lasteliy skaiciy.
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2.2.5. Geny raiSkos RNR lygmeniu tyrimas

Geny raiSkos tyrimui RNR skiriama naudojant rinkinj GeneJET RNA
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific), vadovaujantis gamintojo
rekomendacijomis. ISskirtos RNR kiekis ir grynumas nustatomas
spektrofotometru NanoDrop (Implen) matuojant sugertj, esant 260 ir 280 nm
bangos ilgiui. KDNR sintezei naudojamas rinkinys RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific). kKDNR sintetinama
termocikleryje Mastercycler Eppendorf (Eppendorf) naudojant atsitiktinius
heksamerinius pradmenis ir vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis.
Kiekybiné PGR vykdoma 96 Sulinéliy plokstelése (Thermo Fisher Scientific)
aparatu MasterCycler RealPlex4 RT-PCR system (Eppendorf). Vienai 10 ul
tirio PGR reakcijai naudotas kDNR kiekis, susintetintas i§ 50 ng RNR, 2 uM
atitinkamy pradmeny misinio (2.1 lentel¢) ir reikiamas tiiris fluorescuojancio
reagento Luminaris HiGreen qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific).
PGR salygos: 2 min 50°C, 10 min 95°C; 15 s 95°C, 30 s 60°C, 30 s 72°C,
kartojama 40 karty; 15 s 95°C, 15 s 60°C, 15 s 95°C.

2.1 lentelé. Kiekybinei PGR naudoti pradmenys.

Genas Tiesioginis pradmuo Atvirkstinis pradmuo

OCT2 5’-AATCTCTACCCGCCTCCCTT-3’ 5’-CACAGAGCTGCTCGTGAACCAGT-
3

OCT4 5’-CCTCCTGAGTAGCTGGGATT-3’ 5’-GCTGAATACCTTCCCAAATAGAA-
3

ZEB1 5’-CGCAATAACGCTGTTTAAGG-3’ 5’-GTGCAGGAGGGACCTCTTTA-3’

NANOG | 5’-CAGCTACAAACAGGTGAAGACC- 5’-CATCCCTGGTGGTAGGAAGA-3’
3
TBP 5’-CCACTCACAGACTCTCACAAC-3’ 5’-CTGCGGTACAATCCCAGAACT-3’

Tiriamy geny raiSka normuojama pagal atskaitos geno TBP raiska. Geny
raiSkos pokyciai vertinami AACt metodu. Santykinis transkripto Kiekis,
lyginant su kontrolinémis Igstelémis, apskai¢iuojamas pagal formule

- (CT (tiriamo geno) - Cr (atskaitos geno))]\,m“mlf)

2-(((.‘T (tiriamo geno) - C(atskaitos geno))%mki\

Cia Cr — ciklas, kuriame amplifikacijos kreivé kerta slenkstine verte (kai
reakcijos metu registruojama fluorescencija virsija foning fluorescencija).
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2.2.6. Western Blot analizé

Lastelés 2 kartus praplaunamos kambario temperatiros PBS ir
lizuojamos $altu EB++ buferiu. Lizatas centrifuguojamas 20 000xg 15 min
4°C, supernatantas sumaiSomas su 3x pavyzdzio buferiu ir iSkaitinamas 100°C
temperatiroje 3 min.

Baltymai frakcionuojami 12% NDS poliakrilamidiniame gelyje
denatiiruojanCiomis sglygomis baltymy elektroforezés aparate SE400
(Pharmacia Biotech). Skirstomojo ir koncentruojamojo geliy sudétis pateikta
2.2 lentel¢je. Elektroforezé vykdoma 16-20 val., esant 4-6 mA srovés
stiprumui.

2.2 lentelé. Baltymy elektroforezés geliy sudétis.

Skirstomasis gelis

Akrilamidas/bisakrilamidas 9ml
Tris-NDS, pH 8,8 5,6 ml
deO 7,9 ml

10% amonio peroksosulfatas 225 ul
TEMED 35ul

Koncentruojamasis gelis

Akrilamidas/bisakrilamidas 0,97 ml
Tris-NDS, pH 6,8 1,9ml
dH,0 4,6 ml

10% amonio peroksosulfatas 75 ul
TEMED 15l

Baltymai perneSsami ant PVDF (Bio-Rad) arba nitroceliuliozinés
(Amersham) membranos, naudojant pusiau sausos pernasos aparatg TE 77
PWR (Amersham). PerneSimas vykdomas 1 val., esant 0,8 mA/cm?
membranos ploto nuolatinei srovei. Po pernaSos membrana 45 min
blokuojama Blott’o buferiu, 1,5 val. inkubuojama su pirminiu antikiinu, 4
kartus plaunama PBS-T buferiu, 30 min inkubuojama su antriniu antikiinu, vél
4 kartus plaunama PBS-T buferiu, 2 kartus plaunama PBS ir skanuojama
skaneriu Odyssey® Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).
Santykinis baltymy kiekis jvertinamas densitometriskai, naudojant ImagelJ
1.52v (National Institutes of Health, JAV) programa. Baltymy kiekio pokytis
apskai¢iuojamas normalizuotg pagal atskaitos baltymg GAPDH méginio
baltymo juostelés tankj dalinant i§ normalizuoto kontrolés baltymo juostelés
tankio.

2.3 lentelé. Western blot analizei naudoty antikiiny informacija.
Taikinys Antikiinas Skiedimas

Vimentinas 550513, BD Pharmingen 1:2000
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YAP1 63.7, Santa Cruz Biotechnology 1:500
Citokeratinas 5/6/18 0.N.345, Santa Cruz Biotechnology 1:1000
p-Akt S473 D9E, Cell Signaling technology 1:1000
GAPDH 6C5, Thermo Fisher Scientific 1:1000
a-tubulinas T5168, Sigma 1:2000
Pelés pirminiai antikiinai 926-32210, IRDye® 800CW, LI-COR Biosciences 1:10 000
Triusio pirminiai antikiinai 926-68071, IRDye® 680RD, LI-COR Biosciences 1:10 000

2.2.7. Fluorescenciné/konfokaliné mikroskopija

Imunofluorescencijos eksperimentams Igstelés s¢jamos 24 Sulinéliy
ploksteléje ant dengiamyjy stikliuky. Eksperimento dieng lastelés
praplaunamos PBS ir 15 min fiksuojamos 4% parafolmaldehido tirpalu. Po to
lastelés 3 kartus po 2 min plaunamos 1% jaucio serumo albumino (angl.
bovine serum albumin, BSA) tirpalu. Lasteliy membrana suardoma 15 min
inkubuojant su 0,2% tritono X-100. Po analogiSko anksCiau apraSytam
plovimo preparatai 30 min blokuojami 1% BSA. Ant 24 Sulinéliy plokstelés
dangtelio istempiama parafilmo juostelé, dedami 20 ul pirminio antikiino lasai
ir ant jy lagstelémis Zemyn uzdedami stikliukai. Dangtelis jstatomas j vandens
vonele ir laikomas 37°C temperatiiroje 1 val. Tuomet stikliukai perkeliami
atgal | 24 Sulinéliy plokstele ir 5 kartus plaunami 1% BSA. Analogiskai
preparatai 30 min inkubuojami su antriniu antikiinu ir vél 5 kartus praplaunami
1% BSA. Lasteliy branduoliai dazomi DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindolo)
tirpalu (2 pg/ml, Invitrogen). Porg karty méginius praplovus PBS, preparatai
uzdedami ant objektiniy stikliuky, padengty Prolong Gold Antifade dengimo
terpe (Molecular Probes, Invitrogen) ir per naktj laikomi tamsoje, kambario
temperattroje. llgesniam saugojimui preparatai perkeliami j +4°C. Méginiai
analizuojami  konfokaliniu  mikroskopu Eclipse TE-2000-S (Nicon
Corporation). Mikroskopijos vaizdai apdorojami naudojant Imaris 9.6.0
(Bitplane, Oxford Instruments) programing jranga.

ERKZ1/2 fluorescencijos intensyvumo kiekybiniam vertinimui (2.2
pav.) fiksuojama DAPI (mélynas kanalas) ir ERK1/2 (raudonas kanalas)
fluorescencija. Gaunami atitinkamai (1) ir (2) vaizdai. Tuomet ImageJ 1.52v
(National Institutes of Health, JAV) programa pazymimos branduoliy vietos
(3). Zymés perklojamos ant (2) vaizdo, gaunant (4) vaizda. ERKI1/2
fluorescencijos intensyvumas Iasteliy branduoliuose vertinamas pagal
formulg:
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ERK1/2 fluorescencijos intensyvumas branduolyje (angl. Corrected total
fluorescence of ERK1/2) = Integruotas tankis branduolio plote (angl.
Integrated density in the area) — branduolio plotas (angl. area of the selection)

1 2

2.2 pav. ERK1/2 fluorescencijos intensyvumo kiekybiniam vertinimui naudoty vaizdy pavyzdziai.

Imunofluorescencinei analizei naudoty antikiiny informacija pateikta 2.4
lenteléje.

2.4 lentelé. Imunofluorescencinei analizei naudoty antikiiny informacija.

Taikinys Antikiinas Skiedimas

CEACAM6 9AB6, Santa Cruz Biotechnology 1:400

CA19-9 116-NS-19-9, Invitrogen 1:50

CD44 8E2, Cell Signaling Technology 1:100

Ki-67 MIB-1, Agilent 1:100

E-kadherinas ECCD-2, Thermo Fisher Scientific 1:400

Citokeratinas 5/6/18 0.N.345, Santa Cruz Biotechnology 1:25

Vimentinas 550513, BD Pharmingen 1:200

ERK1/2 Pagamintas Proteomikos centre 1:100

p-INK pTPpY, Promega 1:400

Pelés pirminiai antikiinai Alexa Fluor™ 488 Goat anti-Mouse (H+L), 1:250
Thermo Fisher Scientific

Pelés pirminiai antikiinai Alexa Fluor™ 594 Goat anti-Mouse (H+L), 1:250
Thermo Fisher Scientific

Triusio pirminiai antikiinai Alexa Fluor™ 594 Goat anti-Rabbit (H+L), 1:250
Thermo Fisher Scientific

Ziurkés pirminiai antikiinai Alexa Fluor™ 594 Goat anti-Rat (H+L), 1:250
Thermo Fisher Scientific

Oksiduoty membranos lipidy detekcijai mikroskopijos metodu ant

dengiamyjy stikliuky uzsétos Capan-26 lastelés dazomos 10 puM CI11
BODIPY 581/591 reagento (30 min, 37°C). Méginius praplovus PBS,
preparatai uzdedami ant objektiniy stikliuky, padengty Prolong Gold Antifade
dengimo terpe (Molecular Probes, Invitrogen) ir iskart analizuojami
konfokaliniu mikroskopu Eclipse TE-2000-S (Nicon Corporation).
Mikroskopijos vaizdai apdorojami naudojant Imaris 9.6.0 (Bitplane, Oxford
Instruments) programing jrangg.
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Capan-26 lasteliy, esanciy S ciklo faz¢je, detekcijai naudotas rinkinys
Click-iT Edu Cell Proliferation Kit (Thermo Fisher Scientific). Lastelés
dazytos 10 uM Edu 2 wval. 37°C temperatiiroje, po to preparatai
imunofluorescencijai ruosti kaip apraSyta anksciau. S fazéje esancios Iastelés
i1 DNR jjungia modifikuota timidino analoga Edu, kurio fluorescencija
detektuojama konfokaliniu mikroskopu Eclipse TE-2000-S (Nicon
Corporation). Mikroskopijos vaizdai apdoroti naudojant Imaris 9.6.0
(Bitplane, Oxford Instruments) programing jrangg.

2.2.8.,,Zaizdos gijimo* testas

Metodas naudojamas lgsteliy judrumui jvertinti. Lasteliy judrumas
jvertinamas pagal tai, kokia monosluoksnyje padarytos ,,zaizdos” dalj jos
spéjo padengti per tam tikrg laika. ,,Zaizdos gijimo* testui lastelés s¢jamos 24
Sulinéliy ploksteléje. Vienoje tiriamoje grupéje susiformaves lasteliy
monosluoksnis perréziamas steriliu 20 pl pipetés antgaliu, praplaunamas PBS
ir uzpilama terpé¢ be FBS. Kitoje grupéje lastelés kultivuojamos be FBS 4
dienas ir tada padaroma ,,zaizda*. Abiem atvejais mikroskopu Eclipse TE-
2000-S (Nicon Corporation) uzfiksuojamas ,,Zaizdos* vaizdas praéjus 0 ir 48
val. po monosluoksnio jbrézimo. ,,Zaizdos gijimas“ kiekybikai vertinamas
ImageJ 1.52v programos papildiniu MRI Wound Healing Tool (National
Institutes of Health, JAV).

2.2.9. Capan-26 linijos iSvedimas ir charakterizavimas
2.2.9.1. Linijos iSvedimas

Capan-26 linija buvo iSvesta i§ 65 mety lietuviy kilmés pacientés naviko
pooperacinés medziagos. Linija buvo iSvesta eksplanto metodu (Ruckert et al.,
2012). Pacientei diagnozuota kasos duktaliné adenokarcinoma (T2NOMO
stadija, G3 diferenciacijos laipsnis). Anks¢iau pacienté néra turéjusi
susirgimy, galéjusiy turéti jtakos kasos vézio atsiradimui. Po operacijos
pacientei buvo taikoma adjuvantiné FOLFIRINOX chemoterapija. Praéjus 3
metams po operacijos vézinis susirgimas neatsinaujino, pacientés buklé yra
stabili. Pacient¢ perskaité ir pasirasé sutikimg dalyvauti tyrime. Sutikimag
patvirtino Vilniaus regioninis Biomedicininiy tyrimy etikos komitetas,
protokolo numeris PancCa001-3.

Linijos iSvedimui naviko audinys buvo tris kartus praplautas PBS ir
homogenizuotas pipetuojant. Audinio fragmentai buvo perkelti j plastiking
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lekstele su IMDM terpe (Gibco), 15% FBS (Gibco) ir penicilino/streptomicino
misiniu (Gibco). Pragjus dviems dienoms, léksteléje buvo pastebétos
epiteliniy lasteliy salelés. Toliau augimo terpé buvo kei¢iama kas 3 dienas, o
lastelés kultivuotos pagal standartinj protokola. Po pusés mety FBS
koncentracija terp¢je sumazinta iki 10%. Ankstyvy pasazy lastelés buvo
uzsaldytos DMEM terpéje su 25% FBS ir 8% DMSO, po atsildymo Ilgstelés
sékmingai atsigauna ir pradeda dalintis. In vitro sistemoje lastelés buvo
persétos daugiau nei 80 karty. Dél morfologinio panasumo su pastoviomis
(kataloginémis) linijomis Capan-1 ir Capan-2 naujai iSvesta linija buvo
pavadinta Capan-26 (Cancer Pancreatic, 26 buvo méginio/bandymo numeris).

2.2.9.2. Lasteliy augimo greicio nustatymas

Ciklo trukmés nustatymui Capan-26 lastelés buvo sé¢jamos j 48 Sulinéliy
plokstele. 5 dienas i$ eilés 24 val. intervalais gyvos (prikibusios prie augimo
pagrindo) lastelés buvo surenkamos ir skai¢iuojamos tékmés citometru Guava
easyCyte 8HT (Merck-Millipore). Lasteliy augimo greitis buvo apskaiéiuotas
pagal formule v=IgNIgN0/1g2-120, kur dalijimosi trukmé=1/v, N — Iasteliy
skaiCius 5-3ja dieng, NO — Igsteliy skaicius 1-3ja diena.

2.2.9.3. Minkstojo agaro metodas

Metodas pagristas véziniy lasteliy gebéjimu formuoti kolonijas
nesgveikaujant su augimo pagrindu. 6 Sulinéliy plokstelés Sulinélis buvo
padengtas 0,5% TopVision Low Melting Point agaroze (Thermo Fisher
Scientific) IMDM terpéje. 5000 Capan-26 lasteliy suspenduota 0,3% agarozés
tirpale IMDM terpéje, turinCioje 1% insulino-transferino-seleno (ITS, Life
Technologies), ir uzpilta ant sustingusio apatinio agarozés sluoksnio. Po
dviejy savaiciy susiformavusios kolonijos dazytos MTT dazu ir skaiciuotos.
Kolonijy formavimo efektyvumas iSreikstas kaip kolonijy ir uzséty lasteliy
skaiCiaus santykis.

2.2.9.4. Mutacijy analizé

Capan-26 lastelése buvo analizuotas pilno ilgio KRAS genas ir TP53 geno
5-9 egzono seka, koduojanti baltymo sgveikos su DNR domeng. Pirmiausiai
vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis i$ lgsteliy buvo iSskirta RNR, tam
naudotas rinkinys GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific).
Isskirtos RNR kiekis ir grynumas nustatytas spektrofotometru NanoDrop
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(Implen) matuojant sugertj, esant 260 ir 280 nm bangos ilgiui. KDNR sintezei
naudotas rinkinys RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher
Scientific). kDNR sintetinta termocikleryje Mastercycler Eppendorf
(Eppendorf) naudojant atsitiktinius heksamerinius pradmenis ir vadovaujantis
gamintojo rekomendacijomis. KDNR buvo padauginta naudojant Phusion™
High-Fidelity DNR polimeraz¢ (2 U/uL), 5x Phusion HF buferj, 200 uM
dNTP (Thermo Fisher Scientific) ir po 0,5 uM pradmeny, kuriy sekos
pateiktos 2.5 lenteléje. PGR salygos parinktos pagal gamintojo
rekomendacijas. Analitinés elektroforezés metu neaptikus nespecifiniy
produkty, PGR fragmentas jklonuotas j pJET1.2 vektoriy, tam naudotas
CloneJET PCR Cloning Kit rinkinys (Thermo Fisher Scientific). Plazmidé
transformacijos btudu (Chung ir Miller, 1993) perkelta ;| E. Coli DHSa
kamieng. Pavienés bakterijy kolonijos padaugintos skystoje LB terpgje, i
dalies biomasés klasikiniu chloroformo ekstrakcijos metodu iSskirtos
plazmidés ir atlikta jy restrikciné analizé. Plazmidés, | kurias sékmingai
jsistaté tikslinis fragmentas, i§ likusios bakterijy biomasés grynintos
sekvenavimui. Tam naudotas QIAquick Gel Extraction Kit rinkinys (Qiagen).
Spektrofotometru nustaCius iSskirtos plazmidinés DNR koncentracijg ir
analitinés elektroforezés metu patvirtinus grynumg, produktai siysti
sekvenuoti | Macrogen sekvenavimo jmone (Seulas, Kor¢jos Respublika).
Sekvenavimo rezultatai analizuoti naudojant interneting bioinformatine
platformg Benchling (https://benchling.com).

2.5 lentelé. Pradmeny, naudoty sekvenavimo méginiy ruosimui, sekos.

Genas Tiesioginis pradmuo Atvirkstinis pradmuo
KRAS 5°- 5-
ATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTT GGTAAAAGCTAACAGTCTGCATG
GGA-3’ GAG -3’
TP53 5’-ATGGAGGAGCCGCAGTCAGAT -3’ 5’-CTCACGCCCACGGATCTGAAG-
3

2.2.9.5. Kariotipavimas

Chromosomy aberacijos tirtos kaip aprasyta anks¢iau (Kundrotas et al.,
2016).

Kiti Capan-26 Iasteliy linijos charakterizavimui naudoti metodai

(imunofluorescencija, kiekybiné PGR, lasteliy gyvybingumo testai) apraSyti
ankstesniuose metody dalies skyriuose.
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2.2.10. Rezultaty statistiné analize

Grafikuose pateikiami matavimy vidurkiai + standartinis nuokrypis (SN),
gauti 1§ >3 nepriklausomy biologiniy eksperimenty, kiekvienam
eksperimentiniam taskui daryti >2 techniniai pakartojimai. Duomeny
statistiniam patikimumui jvertinti naudotas neporinis Stjudento t testas arba
vienkrypté ANOVA ir Tukey post hoc testas. Skirtumai laikyti statistiSkai
reik§mingais, kai p<0,05.

2.2.11. Disertacijos eksperimenty planas

2.3 pav. pateikta disertacijos eksperimentinio darbo schema. Kasos vézio
lasteliy linijos Miapaca2, Panc-1, Su.86.86 ir T3M4, augancios skirtingoms
saglygoms — standartinémis (DMEM+10% FBS), paveiktos mTORC1 slopikliu
rapamicinu, auganéios be FBS ir be mTORCI aktyvacijai reikalingy
aminorig§¢iy glutamino, lizino ir arginino — buvo veikiamos feroptozés
induktoriumi erastinu. Lastelése vertinti kinaziy ERK1/2 ir JNK aktyvacijos
pozymiai (atitinkamai pernasa j branduolj ir fosforilinimas), o kinaziy jtaka
lasteliy atsparumui feroptozei parodyta Kinazes slopinant joms specifiniais
slopikliais. Kartu buvo tirtas ir kitas feroptoze kasos vézio lastelése valdantis
mechanizmas — mezenchiminio fenotipo poky¢iai lasteléms patiriant augimo
veiksniy bada, kurie labiausiai i§rySkéjo dviejose lasteliy linijose, Miapaca2 ir
Capan-26. Pastaroji linija buvo i$vesta ir charakterizuota disertacijos darby
metu. Pastebéjus lgsteliy mezenchiminio fenotipo sgsajas su jy jautrumu
erastinui, Miapaca2 ir Capan-26 lastelés veiktos EMT aktyvinanciais ir
slopinandiais junginiais, taip siekiant jvertinti, ar EMT moduliacija gali
valdyti lasteliy atsparuma feroptozei.

Capan-26 linijos
iSvedimas ir

Kasos vézio Iasteliy linijos ‘ ‘ Kasos vézio Igsteliy linijos }_
charakterizavimas

Miapaca2, Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 Miapaca2, Capan-26

Standartings salygos/

Rapamicinas/
F

Erastinass Erastinas+ | Standartings salygos/
-FBS

s/
-Gin, Lys, Arg
v
l ' | Mezenchiminio fenotipo pakyciy tyrimas
‘ ERK1/2 translokacijos tyrimas | ‘ JNK fosforilinimo tyrimas } ‘ EMT aktyvacija
[ ERK12 slopinimas | ] JNK slopinimas | [ EWT slopinimes
) 1 v
St e e

e L~ B

v v .

Atsparumas? Atsparumas? Atsparumas?

2.3 pav. Schema, apibendrinanti disertacijoje atliktus eksperimentus.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe buvo tirta, kaip nepalankios augimo salygos — augimo
veiksniy, aminoriig§¢iy trikumas ir mTOR slopikliy  sukeltas
pseudobadavimas — reguliuoja kasos duktalinés adenokarcinomos lasteliy
jautruma feroptozei. Panasius reiskinius valdantys molekuliniai mechanizmai
kol kas placiai nenagrinéti. Esminé publikacija buvo iSspausdinta 2020 m.,
kurioje H. Lee et al. parodé, kad gliukozés trikumas didina véziniy lasteliy
atsparumg jvairiems feroptoze sukeliantiems poveikiams AMPK kinazés
valdomu mechanizmu, kurio metu aktyvinama acetil-koA karboksilazé —
fermentas, dalyvaujantis riebaly rtgsciy biosintezéje (Lee et al., 2020). Kiti
jdomis duomenys pateikti E. Z. White et al. darbe, kuriame nustatyta, kad
augdamos be serumo prostatos vézio lastelés pereina | nesidalinanciy
(quiescent) lasteliy biiseng ir aktyvina transkripcijos veiksnj NF-kB, taip
sustiprindamos savo antioksidacinj atsakg. Tiesa, Siame darbe oksidaciniam
stresui sukelti autoriai nenaudojo specifiniy feroptozés induktoriy (White et
al., 2020). Kita vertus, kiek anks¢iau parodyta, kad patirdamos badg gimdos
kaklelio vézio lagstelés gali kaupti ROS ir tapti jautresnés oksidacinj stresa
sukelian¢ioms terapijoms (Wu et al., 2013). Taigi, mokslininky gauti
rezultatai néra vienareikSmiai.

Eukariotuose pagrindinis uzlgsteliniy aplinkos salygy ,,sensorius® yra
serino/treonino kinazé mTOR (Saxton ir Sabatini, 2017). Kai metabolity
uzlastelinéje aplinkoje pakanka, 1gstelése seékmingai vyksta mTOR signalinio
kelio valdoma baltymy sintezé. Lasteléms badaujant, mTOR kinazés
aktyvumas slopinamas, o daug energijos reikalaujanti transliacija stabdoma.
Taip lastelés taupo energijg ir lengviau iSgyvena metabolity trikuma. Taip pat
yra zinoma, kad mTOR padeda lastelei prisitaikyti ir prie kitokio pobtidzio
streso, pavyzdziui, oksidacinio (Heberle et al., 2015), o feroptoz¢é yra nuo
ROS priklausoma lastelés zatis (Dixon ir Stockwell, 2019). Tai paskatino
paieskoti sagsajy tarp lgsteliy gebéjimo iSgyventi farmakologinio mTOR
slopinimo ir oksidacinio streso salygomis.

3.1. Badavimo jtakos lgsteliy jautrumui feroptozei jvertinimas

Disertacijos eksperimentuose lgsteliy badavimas buvo sukeltas
skirtingais biidais, bet visais atvejais vyko farmakologinis mTOR kompleksy
slopinimas: 1) standartinéje terpéje, turincioje 10% FBS, augancias lasteles
veikiant mTOR kompleksy slopikliais, kitaip tariant, lgstelése sukeliant
pseudobadavimg. Nors §iuo atveju lgsteliy augimo aplinkoje maisto medziagy
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yra pakankamai, uzslopinus mTOR gaunamas signalas, kad patiriamas badas.
Darbe naudoti du mTOR slopinantys junginiai: pirmos kartos slopiklis
rapamicinas, kuris sgveikauja su FKBP12 baltymu ir slopina mTORCI
kompleksa, ir su ATP konkuruojantis (angl. ATP-competetive) antros kartos
slopiklis INK128, slopinantis abu mTOR kompleksus (zr. 1.2.2.3 skyriy)
(Zhou ir Huang, 2012); 2) lIasteles auginant terpéje be serumo. Siuo atveju
lastelés negauna augimo veiksniy. Tokiose lastelése slopinami abu mTOR
kompleksai mMTORCL1 ir mTORC?2, tadiau yra manoma, kad atsakg j augimo
veiksniy badg daugiausiai reguliuvoja mTORC?2 (Saxton ir Sabatini, 2017); 3)
lasteles auginant su serumu, bet be L-glutamino, L-lizino ir L-arginino
(komercinéje DMEM terpéje, neturinéioje §iy aminortig§éiy). L-glutaminas,
L-lizinas ir L-argininas bitini mTORC1 aktyvacijai (Rabanal-Ruiz et al.,
2017).

Kasos vézys itin spar¢iai metastazuoja ir tai laikoma pagrindine mazo
pacienty iSgyvenamumo priezastimi (Das ir Batra, 2015). Todél
eksperimentams pasirinktos keturios kasos duktalinés adenokarcinomos
lasteliy linijos, reprezentuojancios skirtingas kasos naviko metastazavimo
stadijas: Miapaca2 — mezenchiminio tipo lgstelés, iSvestos i§ pirminio kasos
naviko, Panc-1 — epitelinio-mezenchiminio tipo Igstelés, taip pat iSvestos i$
pirminio kasos naviko, Su.86.86 — epitelinio-mezenchiminio tipo lgstelés,
iSvestos i§ kasos naviko metastaziy kepenyse, ir T3M4 — epitelinio tipo
lastelés, iSvestos i§ kasos vézio metastaziy limfmazgiuose.

Badaujancias kasos vézio lasteles paveikus feroptozés induktoriumi
erastinu, lastelés dazytos propidzio jodidu ir tékmés citometrijos metodu
vertintas lasteliy gyvybingumas, t.y., 1asteliy, turin¢iy intakting (,,nepradurta®)
membrang, dalis. Kadangi plazminés membranos integralumo praradimas yra
budingas ir kitiems lastelés zuties tipams (pavyzdziui, nekrozei, nekroptozei,
piroptozei), siekiant jsitikinti, kad Igstelés zuvo tikrai feroptozés buidu, greta
erastino Igstelés buvo veikiamos ir specifiniu feroptozés slopikliu, lipofiliniu
antioksidatoriumi ferostatinu-1, kuris neutralizuoja erastino citotoksiSkumg ir
atstato lgsteliy gyvybinguma iki kontrolinio lygio. Be to, feroptoze¢ taip pat
parodo Iastelés membranos lipidy oksidacija, jai jvertinti lastelés dazytos
fluorescuojanciu oksiduoty lipidy sensoriumi C11 BODIPY 581/591 ir
analizuotos tékmés citometru.

Propidzio jodido testas parodé, kad badavimas skirtingy kasos vézio
linijy lasteles veikia nevienodai: dvi paras (pseudo)badaujancios Miapaca2
lastelés tapo atsparesnés erastinui, o Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 — daugeliu
atvejy jautresnés (3.1 pav. A-B). Rapamicino poveikis, augimo veiksniy ir
aminorigsciy badas padidino Miapaca2 Igsteliy atsparumg erastinui nuo 1,5
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iki 4 karty, tuo tarpu Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 lastelése minéti poveikiai
sukelé prieSingg efekta arba efekto neturéjo. Panc-1 lgsteliy gyvybingumui
didziausig jtaka turéjo rapamicinas, kuris sustiprino erastino citotoksiSkuma
4-5 kartus. Su.86.86 ir T3M4 lastelése gyvybingumo skirtumai buvo ryskiausi
po rapamicino ir augimo veiksniy bado poveikio: esant aukStesnéms
naudotoms erastino koncentracijoms Su.86.86 lasteliy gyvybingumas
sumazejo net iki 8 karty, o T3M4 lasteliy — apie 1,5 karto. Jdomu tai, kad
poveikis mTOR slopikliu INK 128 nebuvo analogiskas rapamicino poveikiui:
INK128 Zenkliai nekeité jautrumo erastinui Miapaca2, Panc-1 (i$skyrus
auksciausia naudotg erastino koncentracijg) ir Su.86.86 lgsteliy linijose, o
T3M4 lasteléms INK 128 poveikis buvo priesingas nei rapamicino ir suteiké
atsparuma erastinui.

Rezultatai buvo patvirtinti ir kitu metodu - dazant Igsteles
fluorescuojanciu dazu C11 BODIPY 581/591, kuris leidZia registruoti lgsteliy
membranos lipidy oksidacija (3.1 pav. C). Kaip ir lIagsteliy gyvybingumo
eksperimentuose, greta erastino lgstelés buvo veikiamos ir ferostatinu-1, taip
jsitikinant, kad C11 BODIPY 581/591 rodoma membranos lipidy oksidacija
yra feroptozés pasekmé. Miapaca2 Igsteliy membranose rapamicinas
sumazino oksiduoty lipidy kiekj apie 1,5 karto, o be augimo veiksniy ir be
aminorugs¢iy auganciose lastelése lipidy oksidacija po erastino poveikio buvo
visiSskai nuslopinta. Panc-1 lastelése efektai nebuvo tokie drastiski, taciau
rapamicinas nezymiai sustiprino erastino sukeltg plazminés membranos lipidy
oksidacijg lyginant su standartinémis salygomis auganciomis lastelémis.
Oksiduoty lipidy kiekis taip pat mazdaug dvigubai padidéjo ir erastinu
paveiktose Su.86.86 lastelése, auganciose be augimo veiksniy.

Idomu tai, kad be serumo auginamy T3M4 lasteliy membranos lipidy
oksidacija po erastino poveikio sustipréjo, nors feroptozés slopiklis
ferostatinas neatstate lasteliy gyvybingumo iki kontroliniy lasteliy lygio.
Kadangi ferostatinas nebuvo toksiskas T3M4 lgsteléms, perSasi iSvada, kad
lastelése vyksta lipidy oksidacija, taCiau jos zusta ne feroptozés budu.
Apoptozés, nekroptozés ir autofagijos slopinimas atitinkamai kaspaziy
slopikliu ZVAD-FMK, nekrostatinu-1 ir ULK-1 slopikliu SBI-0206965
neatstate erastinu veikty T3M4 lasteliy gyvybingumo iki kontrolinio lygio,
lastelése taip pat nedetektuota aktyvi kaspazé 3/7 (1 P pav. A-B). Taigi, po
erastino poveikio T3M4 lastelés neztsta né vienu i§ Siy reguliuojamy
klasikiniy zaties budy. Galima spéti, kad greiciausiai jvyksta nekroze.
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3.1 pav. (Pseudo)badavimas nevienodai veikia skirtingy kasos vézio lasteliy linijy jautrumga feroptozei. A.
Lasteliy jautrumo erastinui vertinimas po mTOR slopikliy rapamicino (0,25 nM) ir INK128 (0,125 nM)
poveikio. Kontrolé — standartinémis salygomis (DMEM+10% FBS) auginamos lastelés. B. Lasteliy
jautrumo erastinui vertinimas augimo veiksniy ir aminorigs¢iy stygiy patirianciose lastelése. Kontrole —
standartinémis salygomis (DMEM+10% FBS) auginamos lastelés. C. Oksiduoty membranos lipidy kiekio
vertinimas skirtingomis (pseudo)bado salygomis. Lastelés veiktos 0,25 nM rapamicino. K, kontrolé —
vaistais neveiktos lastelés.

Visais atvejais feroptozé indukuota erastinu ir slopinta ferostatinu-1 (1 pM). Lipidy oksidacijos tyrimui
Miapaca2 ir Panc-1 lastelés veiktos 1 pM erastino, Su.86.86 lastelés — 2,5 uM erastino, o T3M4 lastelés —
20 uM erastino. A dalyje mTOR slopikliy ir ferostatino-1 poveikis darytas 1 val. prie$ erastino poveikj. B
dalyje lastelés inkubuotos terpéje be augimo veiksniy arba be aminortig§éiy 1 val. pries paveikiant erastinu.
Lasteliy gyvybingumas vertintas pra¢jus 48 val. po poveikio. Oksiduoty lipidy kiekis vertintas praéjus 18
val. po poveikio (Miapaca2 linijos) ir 48 val. po poveikio (Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 linijy).
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-AA, lgstelés, auginamos be L-glutamino, L-lizino ir L-arginino; Era, erastinas; -FBS, lastelés, auginamos
be serumo; Ferr-1, ferostatinas-1; I, intensyvumas; Rap, rapamicinas. Paklaidos: SN, n=3. *P<0,05,
**p<0,01, ***P<0,001, lyginant su atitinkama kontrole.

Lasteliy jautruma feroptozei taip pat galima prognozuoti nustatant jose
esancio antioksidanto GPX4 kofaktoriaus GSH kiekj. Tam naudojamas
DTNB (Ellman‘o reagentas), su GSH sudarantis geltonos spalvos produkta,
kurio sugertis jvertinama spektrofotometriskai. Sio eksperimento rezultatai
parodé, kad be augimo veiksniy ir be aminoriigs¢iy auganciose Miapaca2
lastelése GSH kiekis padidéja 1,5-2 kartus, prieSingai nei Panc-1 ir Su.86.86
linijose, kuriose jis reik§mingai nekinta (3.2 pav). Taigi, patirdamos augimo
veiksniy ir aminortigsCiy, reikalingg mTORCI1 aktyvacijai, trukuma,
Miapaca? lastelés tampa labiau prisitaikiusios prie oksidacinio streso.

Apibendrinant aptartus rezultatus, galima teigti, kad dvi paras
badaujancios Miapaca? lgstelés jgyja atsparumg feroptozés induktoriui
erastinui, 0 Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 tampa jam jautresnés.
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3.2 pav. Badavimas padidina GSH kiekj Miapaca2, bet ne Panc-1 ir Su.86.86 lastelése. GSH kiekis vertintas
pragjus 20 val. po lasteliy inkubacijos terpéje be augimo veiksniy arba be aminorGigsciy. -AA, lastelés,
auginamos be L-glutamino, L-lizino ir L-arginino; -FBS, lgstelés, auginamos be serumo; GSH — redukuotas
glutationas; Stand. — standartinémis salygomis auginamos lastelées (DMEM+10% FBS). Paklaidos: +SN,
n=3. *P<0,05, **P<0,01, lyginant su atitinkama kontrole.

Kaip jau minéta, poveikj lasteliy jautrumui turéjo tik specifinis mTORC1
komplekso slopinimas rapamicinu, bet ne abiejy mTOR kompleksy
slopinimas junginiu INK128. Tai rodo, kad mTORC1 kompleksas néra
pagrindinis jautrumo feroptozei reguliatorius. Yra zinoma, kad lgsteles
inkubuojant su rapamicinu gali bati aktyvinamas mTORC2 kompleksas
(Formisano et al., 2020). Vienas i§ mTORCI taikiniy, S6K kinazé, fosforilina
ir slopina Rictor baltyma, jeinantj ] mTORC2. Kai mTORC1 slopinamas
rapamicinu, kartu slopinama ir S6K kinaz¢, o Rictor ir mTORC2 aktyvinami.
Tai zinant, buvo iskelta hipotezé¢, kad jautrumas feroptozei kasos vézio
lgstelése reguliuojamas grjztamojo rysio principu per mTORC2 kompleksa.
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3.2. Akt kinazés reik§mé lasteliy jautrumui feroptozei

Viena i§ geriausiai iStirty rapamicino aktyvinamy griztamojo rysio
grandiniy yra Akt kinazés aktyvacija (Wan et al., 2007). Kadangi Akt yra
tiesioginis mTORC?2 taikinys, Sis mechanizmas paaiskinty, kodél jautrumo
erastinui nekeicia bendras mTORC1 ir mTORC2 slopiklis INK128. Western
blot analizé parodé, kad Miapaca2 lastelése rapamicinas iSties aktyvina
(fosforilina) Akt kinaze (fosforilinto baltymo kiekis padidéja apie porg karty)
ir Sig aktyvacija sékmingai nuslopina INK128 (3.3 pav. A-B). Be to, Akt
slopiklis VIII neutralizuoja rapamicino suteikiamg atsparumg erastinui (3.3.
pav. C). Taigi, rapamicino aktyvinamas Akt signalo perdavimas valdo
Miapaca? lasteliy atsparuma erastinui (3.3 pav. D).
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3.3 pav. Miapaca? lasteliy atsparumg erastinui reguliuoja mTORC2 ir Akt. A. Fosfo-Akt (p-Akt (Ser372))
Western blot analize. Lastelés 3 val. veiktos rapamicinu (1 nM), INK128 (0,5 nM), Akt slopikliu VIII (1
nM) ir erastinu (2,5 uM); poveikis IGF (100 ng/ml) naudotas kaip teigiama kontrolé. B. A dalies kiekybinis
vertinimas. C. Miapaca? lasteliy gyvybingumas po erastino poveikio, kartu slopinant mnTORC]1 ir/arba Akt.
Lastelés veiktos 0,25 nM rapamicino ir/arba 1 nM Akt slopiklio VIII. Rapamicino ir Akt slopiklio VIII
poveikis darytas 1 val. prie§ erastino poveiki. Lasteliy gyvybingumas vertintas pra¢jus 48 val. po poveikio.
D. Akt-mTOR signalinio kelio schema. VIII, Akt kinazés slopiklis VIII; Era, erastinas; IGF — insulino
augimo veiksnys (angl. Insulin Growth Factor); INK, INK128; Rap, rapamicinas; K, kontrolé —
standartinémis salygomis (DMEM+10% FBS) auginamos lastelés. Paklaidos: +SN, n=3. *P<0,05,
**P<0,01, lyginant su kontrole; C dalyje lygintas lasteliy gyvybingumas tarp rapamicinu ir rapamicinu bei
Akt slopikliu VIII veikty lasteliy.

62



Pries porag mety Nature zurnale buvo i$spausdinta Yi et al. publikacija,
kurioje apraSytas labai panaSaus signalinio tinklo mechanizmas vézinése
lastelése (Yi et al., 2020). Autoriai nustaté, kad rapamicino aktyvinamas
PI13K-Akt-mTOR kelias atsparumg feroptozei suteikia paskatindamas SREBP
valdoma lipidy sinteze. Todél tolimesniuose disertacijos darbuose ieskota kity
rapamicino valdomy atsparumo feroptozei mechanizmy.

3.3. ERK1/2 kinazés reik§mé lasteliy jautrumui feroptozei

Kita kinazé, kurig rapamicinas galéty aktyvinti grjztamojo rySio principu,
yra ERK1/2. ERK1/2 aktyvacija po rapamicino poveikio parodyta jvairiy tipy
vézio lgstelése (Carracedo et al., 2008, Chou et al., 2020), bet ne kasos véZio,
kuriame netgi buvo paneigta (Soares et al., 2013). Nepaisant to, nuspresta
patikrinti ja S$ioje disertacijoje naudojamose in vitro sistemose. Tam
fluorescencinés mikroskopijos metodu vertinta ERKI1/2 lokalizacija
(pseudo)bado salygomis auganCiose  kasos  vézio lastelése.
Imunofluorescenciné analizé¢ parodé, kad vienas i§ ERKI1/2 aktyvacijos
pozymiy — baltymo pernasa i§ citozolio j lastelés branduolj — yra stebimas
tirtose kasos vézio lasteliy linijose po rapamicino, augimo veiksniy bado ir
aminoriig§iy bado poveikio. Rapamicinas paskatino ERK1/2 pernasg j
lgsteliy branduolj Miapaca2 ir Panc-1 Iastelése, Panc-1 linijos atveju efekta
dar labiau sustiprina erastino poveikis. Nezymi erastino ir rapamicino
sinergija stebima ir Miapaca2 bei Su.86.86 lastelése. Augimo veiksniy
trikumas stipriausiai, apie 3 kartus, ERK1/2 pernasa j branduolj sustiprina
Su.86.86 linijoje, taciau nei bado, nei standartinémis salygomis po erastino
poveikio ERK1/2 translokacijos, lyginant su kontrolinémis lastelémis,
poky¢iy néra. Gali buti, kad erastinu paveiktose lgstelese ERK1/2 yra
aktyvinama anksé¢iau nei kontrolinése, todél tuomet, kai stebima pernasa j
branduolj erastinu neveiktose lastelése, erastinu paveiktose lastelése pokyciai
jau nestebimi. Augimas be aminortig§¢iy ERK1/2 pernasg j Miapaca2 ir Panc-
1 1asteliy branduolius sustiprina 2-3 kartus, taciau sinerginio poveikio kartu su
erastinu taip pat neturi. ReikSmingy ERK1/2 pernasos j branduolj pokyciy
bado salygomis T3M4 Iasteliy linijoje nepastebéta.

Siekiant jvertinti ERK1/2 reikSme¢ feroptozei, tirta, kaip keiciasi
badaujanciy kasos vézio lgsteliy jautrumas erastinui lgsteles paveikus
specifiniu ERK1/2 slopikliu SCH772984 (3.5 pav. A-B). ERK1/2 slopinimas
2-4 kartus padidino rapamicinu veikty ir be augimo veiksniy auginamy Panc-
1 ir Su.86.86 lasteliy gyvybinguma, taip pat rapamicinu veikty T3M4 lasteliy
gyvybingumg. Daugeliu atvejy (iSskyrus rapamicinu veiktas Miapaca2 ir
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T3M4 lasteles) efektas iSrySkéjo esant vidutinei naudotai erastino
koncentracijai.
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3.4 pav. ERKI1/2 kinazé perneSama j badaujanciy kasos vézio lasteliy branduoli. A. ERKI1/2
imunofluorescenciné analizé (pseudo)badaujanciose ir erastinu veiktose bei neveiktose Miapaca2, Panc-1,
Su.86.86 ir T3M4 lastelése. Mastelio juosta, 20 um, x20 padidinimas. Rapamicino ir/ar erastino poveikis
skirtingy linijy lastelése truko 1 val., augimo veiksniy ir aminortigs¢iy bado poveikis Miapaca2 lastelése
atitinkamai truko 4 ir 3 val., Panc-1 lastelése — 4 ir 5 val., Su.86.86 lastelése — po 5 val., T3M4 lastelése —
po 3 val. Lastelés veiktos 0,25 nM rapamicino; Miapaca2 ir Panc-1 lastelés veiktos 2 pM erastino, Su.86.86
lastelés — 5 uM erastino, T3M4 lastelés — 40 pM erastino. Lasteliy branduoliai dazyti DAPI (4°,6-diamidino-
2-fenilindolu). K — standartinémis salygomis (DMEM+10% FBS) augancios ir vaistais neveiktos lastelés.
B. A dalies kiekybinis vertinimas. ERK1/2 fluorescencijos intensyvumas lasteliy branduolyje kiekybiskai
vertintas ImageJ 1.52v (National Institutes of Health, JAV) programa. -AA, lastelés, auginamos be L-
glutamino, L-lizino ir L-arginino; Era, erastinas; -FBS, lastelés, auginamos be serumo; I, intensyvumas; K,
kontrolé — vaistais neveiktos lastelés; Rap, rapamicinas. Paklaidos: £SN, n=3. *P<0,05, **P<0,01, lyginant
su standartinémis salygomis auganciomis vaistais neveiktomis lastelémis.
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3.5 pav. Badavimas valdo feroptozg per ERK1/2. A-B. Miapaca2, Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 lasteliy, veikty
rapamicinu (0,25 nM), auginamy be FBS arba be L-glutamino, L-lizino ir L-arginino, gyvybingumas po
ERK1/2 slopiklio SCH772984 (1 uM) poveikio. Kontrolé — standartinémis salygomis (DMEM+10% FBS)
auginamos lastelés. C. Oksiduoty lipido kiekio tyrimas kasos vézio lastelése po rapamicino (0,25 nM) ir
SCH772984 (1 uM) poveikio. D. Oksiduoty lipido kiekio tyrimas be FBS ir be L-glutamino, L-lizino ir L-
arginino auginamose kasos vézio lastelése po SCH772984 (1 uM) poveikio. K, kontrolé — vaistais neveiktos

lastelés.
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Visais atvejais feroptozé indukuota erastinu ir slopinta ferostatinu-1 (1 uM). Lipidy oksidacijos tyrimui
Miapaca? lastelés veiktos 0,8 pM erastino, Panc-1 lastelés — 0,5 uM erastino, Su.86.86 lastelés — 2 pM
erastino, o T3M4 lastelés — 10 uM erastino. A dalyje rapamicino ir ERK1/2 slopiklio poveikis darytas 1
val. pries§ erastino poveikj. B dalyje lastelés inkubuotos terpéje be augimo veiksniy arba be aminoriigs¢iy ir
veiktos ERK1/2 slopikliu 1 val. prie§ paveikiant erastinu. Lasteliy gyvybingumas vertintas pra¢jus 48 val.
po poveikio. Oksiduoty lipidy kiekis membranoje vertintas praéjus 18 val. po poveikio (Miapaca2 linijos)
ir 48 val. po poveikio (Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 linijy).

-AA, lgstelés, auginamos be L-glutamino, L-lizino ir L-arginino; Era, erastinas; -FBS, lastelés, auginamos
be serumo; Ferr-1, ferostatinas-1; I, intensyvumas; Rap, rapamicinas; SCH, SCH772984. Paklaidos: £SN,
n=3. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, lyginant tokius pacius poveikius gavusias ir tomis paciomis
salygomis augancias lasteles, veiktas ir neveiktas SCH772984.

Idomu tai, kad standartinémis sglygomis ERK1/2 slopinimas apie 3
kartus padidino Panc-1 lasteliy jautrumg erastinui. Lasteliy, patirianéiy
aminortagséiy stygiy, jautrumo erastinui SCH772984 poveikis nekeité. Be to,
SCH772984 sumazino lipidy oksidacija standartinémis saglygomis auganciose
Miapaca2 ir Panc-1 Igstelése, Miapaca? linijoje netgi apie 4 kartus (3.5 pav.
C). Panc-1 atveju galima jtarti lgstelés zaties tipo pasikeitimg, kadangi po
erastino ir SCH772984 kombinuoto poveikio Panc-1 lastelés tapo erastinui
jautresnés, nors membranos lipidy oksidacija sumaZzéjo. Rapamicinu ir
ERK1/2 slopikliu paveiktose Su.86.86 ir T3M4 lastelése reikSmingy lipidy
oksidacijos pokyc¢iy neaptikta (2 P pav.). Be augimo veiksniy auganciose
Panc-1 ir Su.86.86 lastelése uzslopinus ERK1/2 lipidy oksidacija buvo
sustiprinta (3.5 pav. D), tai koreliuoja su Igsteliy gyvybingumo eksperimenty
duomenimis. Reikia pastebéti, kad, nors be mTORCI aktyvacijai reikalingy
aminoriig§¢iy auginamose Miapaca2 ir Panc-1 lastelése ERK1/2 pernasa |
branduolj suaktyvéjo, tac¢iau ERK1/2 slopinimas lipidy oksidacijai, kaip ir
lasteliy gyvybingumui po erastino poveikio, reikSmingo poveikio neturéjo.
Kitomis (pseudo)badavimo sglygomis ERK1/2 pernasa j branduolj koreliavo
su kasos vézio lgsteliy jautrumo erastinui pokydéiais. Apibendrinant, galima

teigti kad ERK1/2 valdo erastino indukuojamg feroptoze badaujanciose (be
augimo veiksniy auganciose arba rapamicinu paveiktose) Panc-1, Su.86.86 ir
T3M4, bet ne Miapaca?2 Igstelése.

Augimo veiksniy receptoriais perduodamas signalas ERK1/2 paprastai
aktyvina per MAP kinaziy kaskada Ras-Raf-MEK-ERK (Roberts ir Der,
2007). Siekiant nustatyti, ar tai vyksta ir disertacijoje naudojamose sistemose,
buvo vertintas dviejy Raf slopikliu, GW5074 ir sorafenibo, poveikis

badaujanciy kasos vézio lagsteliy gyvybingumui po erastino poveikio. Kaip ir
ankstesniuose eksperimentuose, lasteliy gyvybingumas tirtas tékmés
citometrijos metodu, lgsteles pries tai nudazius propidzio jodidu. GW5074 yra
selektyvus c-Raf slopiklis, o sorafenibas yra platesnio spektro Raf-1, B-Raf ir
kity kinaziy slopiklis. Rezultatai parodé, kad Raf slopinimas GW5074 ir
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sorafenibu apsauginio efekto neturi ir neapsaugo lasteliy nuo feroptozés nei
standartinémis, nei bado salygomis, iSskyrus be serumo auginamas Su.86.86
lasteles. Tai rodo, kad be augimo veiksniy auganéiose Miapaca2, Panc-1 ir
T3M4 lastelése ERK 1/2 aktyvinama ne kanoniniu, 0 mTORC2 valdomu keliu.

Miapaca2
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3.6 pav. Raf slopinimas nepadidina kasos vézio lasteliy atsparumo feroptozei. Miapaca2, Panc-1, Su.86.86
ir T3M4 lasteliy jautrumo erastinui analizé po Raf slopikliy GW5074 (1 uM) ir sorafenibo (1 uM) poveikio.
Feroptozé indukuota erastinu, o slopinta ferostatinu-1 (1 uM). Visi poveikiai daryti 1 val. prie§ paveikiant
lasteles erastinu. Lasteliy gyvybingumas vertintas praéjus 48 val. po poveikio. Era, erastinas; -FBS, lastelés,
auginamos be serumo; Ferr-1, ferostatinas-1; GW, GW5074; K, kontrolé — Raf slopikliais neveiktos
lastelés; Sor, sorafenibas. n=3. ¥*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, lyginant su atitinkama kontrole.

3.4. JNK kinazés reikSmé lasteliy jautrumui feroptozei

Vienas i§ pagrindiniy Iastelés oksidacinio streso atsako reguliatoriy yra
AP-1 transkripcijos veiksnys. AP-1 yra dimeras, sudarytas i§ FOS ir/arba JUN
subvienety. Lasteléms patiriant oksidacinj stresg arba veikiant augimo
veiksniy receptoriy perduodamam signalui, AP-1 transkripcijos veiksnj
fosforilina ir aktyvina kinazés ERK1/2, p38 ir INK (Eferl ir Wagner, 2003).
Kadangi ERK1/2 vaidmuo jau buvo tirtas, nuspresta jvertinti JNK aktyvumag
ir reikSme feroptozei kasos vézio lastelése skirtingomis bado saglygomis.

Fosfo-JNK (p-JNK) imunofluorescenciné analizé (3.7 pav. A) parodé,
kad JNK yra aktyvinama (fosforilinama) kasos vézio lasteles auginant be
augimo veiksniy, mMTORC] aktyvacijai reikalingy aminoriig§¢iy arba veikiant
rapamicinu, ta¢iau iSrySkéjo skirtumai tarp lasteliy linijy atsako

67



A Miapaca2 Panc-1 B

. . Miapaca2
Kontrolé Era Kontrolé Era
= 100
80
v 60
40
20
— 0
0 08 1 12
a Erastino koncentracija, pM
& —s—Kontrolé ——Rap
Rap+SP6 SP6
Panc-1
® #1100 3 1 ..
[11] i
80 ] g e
s : 2
60
40 1
2 20 ‘
T
< 0 025 05 1
<, Erastino koncentras
—s—Kontrolé —+—Rap
Rap+SP6 SP6
Su.86.86 T3M4
Su.86.86
Kontrolé Era Kontrolé Era .

100 E Tamaboss g

@
S

Gyvybingumas, %
»
S

20
0 “'
15 2 25
Erastino koncentracija, pM
—e—Kontrole —e—Rap
Qo
(© Rap+SP6 SP6
14
T3M4
®100  f I .
(2] E .
m g
l% é 40 i
= 20
QQ
0 5 0 20
Erastino koncentracija, pM
g —e—Kontrolé —s—Rap
v Rap+SP6 SPe
C .
Miapaca2 Panc-1 Su.86.86 TiM4
[ S ——— i LR I . =100
=1 1% § 80 F £ V =
: I j\ o ‘ It
: 60
1 40
= 20
0
0 o8 1 1.2 0 025 05 5 10 20
Erastino koncentracija, pM o koncentracija, pM Erastino koncentracija, yM Erastino koncentracija, uM
—— -FBS -FBS+SP6  —e— -FBS FBS+SP6 —e— -FBS -FBS+SP6  —e— -FBS FBS+SP6
AA AA+SPE -AA -AA+SPE -AA -AA+SPE

-AA -AA+SP6

3.7 pav. Badavimas valdo feroptozg¢ per JNK. A. Fosfo-JNK imunofluorescenciné analizé
(pseudo)badaujanciose Miapaca2, Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 lastelése, veiktose arba neveiktose erastinu.
Rodyklés rodo fosfo-JNK sankaupas. (Pseudo)badavimo ir/arba erastino poveikis skirtingy linijy lastelése
truko 1-5 val. Mastelio juosta, 20 um. Kontrolé — standartinémis saglygomis (DMEM+10% FBS) auginamos
lastelés. B-C. Kasos vézio lasteliy, veikty rapamicinu (0,25 nM), auginamy be FBS arba be L-glutamino,
L-lizino ir L-arginino, gyvybingumo tyrimas po JNK slopiklio SP600125 (5 uM) poveikio.
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Visais atvejais feroptozé indukuota erastinu ir slopinta ferostatinu-1 (1 uM). A dalyje Miapaca?2 ir Panc-1
lastelés veiktos 2 pM erastino, Su.86.86 lastelés — 5 pM erastino, T3M4 lastelés — 40 pM erastino. B dalyje
rapamicino ir SP600125 poveikis darytas 1 val. prie§ erastino poveikj. C dalyje lastelés inkubuotos terpéje
be augimo veiksniy arba be aminoriigs¢iy ir veiktos SP600125 1 val. prie§ paveikiant erastinu. Lasteliy
gyvybingumas vertintas pra¢jus 48 val. po poveikio.

-AA, lgstelés, auginamos be L-glutamino, L-lizino ir L-arginino; Era, erastinas; -FBS, lastelés, auginamos
be serumo; Ferr-1, ferostatinas-1; Rap, rapamicinas; SP6, SP600125. Paklaidos: +SN, n=3. **P<0,01,
***p<(,001, lyginant tokius pacius poveikius gavusias ir tomis paciomis salygomis augancias lasteles,
veiktas ir neveiktas SP600125.

Miapaca2 lastelése JNK fosforilinimas ryskiausiai buvo stebimas po
rapamicino poveikio, Panc-1 lastelése — po rapamicino ir augimo veiksniy
bado poveikio, Su.86.86 lgstelése — po augimo veiksniy ir aminortig§¢iy bado
poveikio, 0 T3M4 linijoje silpnas fosforilinimas stebétas lasteles auginant be
aminorugséiy. Beveik visais atvejais JNK slopinimas specifiniu slopikliu
SP600125 suteiké atsparumg erastinui (pseudo)badavimo salygomis (3.7 pav.
B-C), taciau standartinémis salygomis auganciy Panc-1 ir T3M4 lasteliy
jautrumas erastinui sustipréjo 2-4 kartus. Sj rezultatg patvirtino ir oksiduoty
lipidy kiekio analizé (3 P pav.). Tai atitinka supratimg, kad JNK ir jos
aktyvinami signaliniai keliai bei transkripcijos veiksniai apsaugo lgsteles nuo
oksidacinio streso. Kita vertus, JNK aktyvacija po erastino poveikio Panc-1
lastelése standartinémis salygomis nestebima, galimai yra uzdelsto veikimo ir
pasireiskia po ilgesnio laiko. Jdomiausias yra JNK slopinimas, suteikiantis
atsparuma oksidaciniam stresui. Sie duomenys i§ry$kina nauja, proferoptotinj

JNK vaidmenj badaujandiose kasos vézio lastelése.

3.5. Augimo veiksniy trikumo jtakos Igsteliy mezenchiminiam fenotipui
jvertinimas

Akivaizdu, kad Miapaca2 Igsteliy atsakas j erastino poveik]j skiriasi nuo
kity tirty linijy Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 atsako: dvi paras badaujancios
Miapaca2 lastelés jgyja atsparumg erastinui, o Panc-1, Su.86.86 ir T3M4
lgstelés tampa jautresnés. Idomu tai, kad augimo veiksniy badas keicia
Miapaca? lIgsteliy morfologija: be serumo auginamos 2 paras, mezenchiminio
tipo Miapaca2 lgstelés pradeda formuoti epitelinéms Igsteléms biuidingas
saleles, o po 5 pary be augimo veiksniy igyja fibroblastiska verpstés forma
(3.8 pav. A). Iskelta hipotezé, kad tokie morfologiniai pokyciai rodo peréjima
tarp epitelinés ir mezenchiminés biseny. Siai hipotezei patvirtinti lasteliy
mezenchiminio fenotipo poky¢iai jvertinti kiekybiskai, panaudojant ,,zaizdos
gijimo” testg, kuris parodo lgsteliy judrumo pokycius (3.8 pav. B-C). Isties,
per pirmasias augimo be serumo dienas Miapaca2 lastelés tapo mazdaug
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dvigubai maZziau judrios nei 4-6 kultivavimo be FBS dieng. Taip pat Western
blot analizés metodu tirtas mezenchiminiy Zymeny vimentino ir YAP1 kiekis
(3.8 pav. D-G). Isryskéjo vimentino ir YAP1 Kiekio dinamika: antrajg augimo
be FBS dieng vimentino ir YAP1 santykinis kiekis sumaz&jo mazdaug
dvigubai lyginant su standartinémis salygomis auganéiomis lastelémis, bet
nuo ketvirtosios dienos pradéjo didéti ir penktaja kultivavimo be FBS dieng
pasieké maksimumg. Vimentino santykinis kiekis badaujanciose lastelése
virsijo standartinémis sglygomis kultivuojamy lasteliy turima kiekj keturis
kartus, YAP1 kiekis padidéjo dvigubai. Koreliacija tarp vimentino ir YAP1
lygio paaiskina faktas, jog vimentinas yra YAP1 transkripcinis taikinys (Yuan
etal., 2016).
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3.8 pav. Augimo veiksniy badas kei¢ia Miapaca2 lasteliy mezenchiminj fenotipa. A. Reprezentaciniai
Miapaca2 lasteliy, auginty be FBS 2 ir 5 paras, $viesinés mikroskopijos vaizdai. Kontrol¢ — standartingje
terpéje atitinkamga laikotarpj auginamos lastelés. B. Sviesinés mikroskopijos Miapaca2 lasteliy vaizdai,
reprezentuojantys ,,zaizdos gijimo* testa. Prie§ ,,zaizdos“ padaryma lastelés augintos standartinémis
salygomis (,,-FBS 0 d.“) arba be FBS 4 paras (,,-FBS 4 d.“). Po monosluoksnio jbrézimo lastelés
fotografuotos iskart (,,0 val.“) arba po 2 pary (,,48 val.“). Mastelio juosta — 200 um. C. B dalies kiekybinis
vertinimas. D. Vimentino kiekio tyrimas Western blot metodu, lgsteles auginant be FBS 0-7 dienas. E. D
dalies kiekybinis vertinimas. F. YAP1 kiekio tyrimas Western blot metodu, lasteles auginant be FBS 0-7
dienas. G. F dalies kiekybinis vertinimas. Paklaidos: £SN, n=3. *P<0,05, **P<0,01, lyginant su 0 dieny be
FBS augintomis lastelémis (C dalyje) ir su 1 diena be FBS augintomis lastelémis (E ir G dalyse).

70



Kitose tirtose kasos véZio lgsteliy linijose Panc-1, Su.86.86 ir T3M4,
artimesnése epiteliniam tipui, morfologiniai pokyciai augant be FBS nestebéti,
o lasteliy ilgio ir plo¢io santykis (angl. cell aspect ratio) reik§mingai nesikeité
(3.9 pav. A-B) . T3M4 linijos lastelés be serumo buvo augintos daugiausiai 5
paras, kadangi kultivuojant ilgiau zenkliai mazéjo 1asteliy gyvybingumas.
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3.9 pav. Kultivavimas be serumo nekeiia Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 lasteliy morfologijos. A.
Reprezentaciniai $viesinés mikroskopijos lasteliy vaizdai, lasteles auginant be FBS nurodyta laikotarpj,
Kontrolé — standartinémis salygomis (DMEM+10% FBS) auginamos lastelés. B. Lasteliy ilgio ir plogio
santykio (angl. cell aspect ratio) jvertinimas. Paklaidos: +SN, n=3. . *P<0,05, **P<0,01, lyginant su 0
dieny be FBS augintomis lastelémis

Be Miapaca2, plastiSkumo pokyciai bado salygomis isryskéjo ir
unikalioje Capan-26 lasteliy linijoje, iSvestoje doktorantiiros studijy metu i$
pirminio naviko. Po 3 pary auginimo be serumo Capan-26 lasteliy saleliy
pakrasciuose esancios lgstelés pakeité morfologija | mezenchiming, taciau
kultivuojant be augimo veiksniy ilgesn;j laikg Sie pozymiai pranyko (3.10 pav.
A). Morfologijos pokyciai taip pat pranykdavo pakeitus lasteliy kultivavimo
terpe, kas sufleruoja, jog mezenchiminis fenotipas kultiiroje reguliuojamas
humoraliniu bidu. Kadangi keitési tik dalis populiacijos lasteliy, Western blot
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analizé neparod¢ vimentino kiekio skirtumy standartinémis sglygomis ir be
serumo auganciose Capan-26 lastelése (3.10 pav. B), tac¢iau konfokaliniu
mikroskopu pavyko identifikuoti E-kadherino lokalizacijos pakitimus:
auganciose be serumo lastelése, esanciose saleliy pakras¢iuose, membraninis
E-kadherinas tapo vidulgsteliniu (3.10 pav. C). Taigi, galima teigti, kad
augimo veiksniy trokumas paskatina Miapaca2 ir Capan-26 lasteliy
mezenchiminio fenotipo poky¢ius ir tranzicija tarp epitelinés ir
mezenchiminés biiseny.

Sioje vietoje reikéty pristatyti unikalios Capan-26 lasteliy linijos
i8vedimg ir charakterizavima.
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3.10 pav. Augimo veiksniy badas kei¢ia Capan-26 lasteliy mezenchiminj fenotipa. A. Reprezentaciniai
$viesinés mikroskopijos Capan-26 lasteliy, auginamy be FBS 3 ir 7 paras, vaizdai. Kontrolé — standartinéje
terpéje (IMDM+10% FBS) atitinkama laika augintos lgstelés. Mastelio juosta — 50 pm. B. Vimentino
Western blot analizé Iasteles kultivuojant be FBS 0-7 dienas. C12 — stromos lastelés, i§vestos i§ kasos
naviko pooperacinés medziagos, naudotos kaip teigiama kontrolé. C. E-kadherino imunofluorescenciné
analizé. Lastelés kultivuotos be serumo 3 paras. Lasteliy branduoliai dazyti DAPI (4¢,6-diamidino-2-
fenilindolu). Kontrolé — standartinéje terpéje (IMDM+10% FBS) auginamos lastelés. Mastelio juosta — 50
pm.

3.6. Capan-26 lIasteliy linijos iSvedimas ir charakterizavimas
3.6.1. Linijos i$vedimo procesas ir augimo charakteristikos
Capan-26 lasteliy linija buvo i§vesta i§ 65 mety lietuviy kilmés moters

kasos naviko pooperacinés medziagos (3.11 pav. A). Pacientei buvo
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diagnozuota 11 stadijos (G3 diferenciacijos laipsnio) kasos duktaliné
adenokarcinoma, 3,6 cm skersmens navikas buvo lokalizuotas kasos galvoje.
Linija buvo iSvesta eksplanto metodu (Ruckert et al., 2012). Linijos i§vedimo
procesas uztruko apie metus (2018-2019 m.) ir peréjo klasikines L. Hayflick
(Hayflick ir Moorhead, 1961) aprasytas fazes (3.11 B): pradinéje pirminéje
kultiiroje 1astelés dalijosi greitai, pragjus pusmeciui pasieké krize, kurios metu
didzioji dalis kultiiros Zuvo, o i§gyvenusios Igstelés tapo linija, kuri Siuo metu
jau yra peréjusi daugiau kaip 80 pasazy (perZzengusi Hayflick ‘o limitg). ISvesta
linija gali biiti sékmingai kultivuojama tiek dvimatéje, tiek trimatéje sistemoje
(3.11 C-D). Monosluoksniu augdamos lastelés formuoja epitelinéms lasteléms
budingas saleles, o uzsétos ant neadhezyvaus pavirSiaus — netaisyklingos
formos agregatus. Lasteliy ciklo trukmé yra ilga — 74+1 val. (3.11 pav. E).

Paciento Amzius Histologija Stadija (pagal Naviko Lokalizacija Diferenciacija
lytis (m.) TNM sistemg) skersmuo,
cm
M 65 Duktaliné Il 3,6 Kasos galva G3

adenokarcinoma

B c 2 paros po operacijos 2 metai po operacijos
6 R R . \ = P *
” Capan-26 kultivavimo fazés pagal L. Hayflick
Vg 5 Lasteliy
@ linija
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& Piminé
2 3 kultdra
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3.11 pav. Capan-26 lasteliy iSvedimas ir augimo charakteristikos. A. Klinikopatologiniai pacientés, i§
kurios naviko buvo i§vesta Capan-26 lasteliy linija, duomenys. B. Capan-26 lasteliy iSvedimo procesas. C.
Reprezentaciniai §viesinés mikroskopijos lasteliy vaizdai, rodantys lasteliy morfologija kultivavimo eigoje.
Mastelio juosta — 50 pum. D. Lasteliy morfologija trimatéje sistemoje (ant neadhezyvaus pavirSiaus).
Mastelio juosta — 50 um. E. Capan-26 lasteliy augimo kreivé. Paklaidos: £SN, n=3.
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3.6.2. Vézio zymeny detekcija ir kamieniskumas

Vienas 1§ véziSkumo ir kamieniSkumo patvirtinimo metody naujai
iSvestoje lasteliy linijoje yra Zymeny raiskos tyrimas. Tai gali biti atliekama
mikroskopiskai, Western blot arba kiekybinés PGR metodais. Konfokalinés
mikroskopijos metodu nustatyta, kad Capan-26 lastelés ekspresuoja kasos
vézinio audinio zymenis CEACAMG6 (Duxbury et al., 2005) ir CA19-9
(Magnani et al., 1982). Idomu tai, kad Siy baltymai detektuojami tik
monosluoksnyje agregatus formuojanciose arba trimatéje sistemoje
auganciose lgstelése (3.12 A-B). Imunofluorescenciné analizé parodé abiejy
zymeny lokalizacijg lasteliy membranose, taciau gali buti ir taip, kad
mikroskopu detektuojama ne tik membraniniy, bet ir i lasteliy i$skirty ir i$
trimadio agregato nespéjusiy difunduoti baltymy fluorescencija. Taip pat
konfokaliniu mikroskopu Capan-26 lastelése aptikti epiteliniai zymenys E-
kadherinas ir citokeratinai 5/6/18 (3.12 pav. C). Western blot analizé parodé,
kad daugiausiai Siose lgstelése ekspresuojama citokeratino 18 (3.12 pav. D).

CEACAMS6 (2D)  CEACAM6+DAPI (2D) E-kadherinas Citokeratinas 5/6/18
CA19-9 (2D) CA19-9+DAPI (2D)
<«—— Citokeratinas 5
<+— (Citokeratinas 6
-y +— Citokeratinas 18

e +— GAPDH

CEACAMSG (3D) CA19-9 (3D)

B

3.12 pav. Capan-26 lastelés ekspresuoja kasos vézio ir epiteliniy lasteliy zymenis. A. CEACAMG6 ir CA19-
9 imunofluorescenciné analizé dvimatéje (2D) lasteliy kultiiroje. Lasteliy branduoliai dazyti DAPI (4°,6-
diamidino-2-fenilindolu). Mastelio juosta — 40 pum. B. CEACAMS ir CA19-9 imunofluorescenciné analizé
trimatéje (3D) lasteliy kultiroje. Mastelio juosta — 30 pum. C. E-kadherino ir citokeratiny 5/6/18
imunofluorescenciné analizé. Mastelio juosta atitinkamai 40 ir 30 um. D. Citokeratiny nustatymas Capan-
26 lastelése Western blot metodu. 2D, dvimaté lasteliy kultira (monosluoksnis); 3D, trimaté lasteliy kultiira
(sferoidas).
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Capan-26 lasteliy kamieniskumo jvertinimui naudotas minkstojo agaro
testas. Rezultatai parodé, kad anoikiui atspari lasteliy populiacija
vélyvesniuose pasazuose iSauga apie tris kartus (3.13 pav. A-B). I[domu tai,
kad ankstyvesniuose pasazuose nedidelé¢ dalis kolonijy pasizymi tipine
mucinus sekretuojanéioms lgsteléms budinga cistos (Hamburger ir Salmon,
1977) arba agregato morfologija, bet vélyvesniuose pasazuose daugumos
lasteliy formuojamos sferos yra kompaktiSkos. Be to, Capan-26 Iastelés
ekspresuoja kamieniniy lasteliy Zymenj CD44 (3.13 C), o kiekybinés PGR
metodu palyginus kamieniskumo zymeny transkripty kiekj monosluoksniu ir
trimatéje sistemoje auganciose lastelése nustatyta, kad trimatéje kultliroje
OCT4 ir ZEB1 raiska reikSmingai padidéja (3.13 pav. D).
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3.13 pav. Capan-26 lastelés pasizymi kamieniniy lasteliy savybémis. A. Minkstojo agaro testo metu
susiformuojancios trijy skirtingy morfologijy lasteliy kolonijos: agregato (kairéje puséje, virSuje), cistos
(kairéje puséje, apacioje) ir kompaktiskos sferos (desingje). Mastelio juosta — 50 um. B. Kolonijy
formavimo efektyvumo palyginimas ankstyvesniame (20-ajame) ir vélyvesniame (40-ajame) lasteliy
pasaze. C. CD44 imunofluorescenciné analizé Capan-26 lastelése. Mastelio juosta — 30 pum. D.
Kamieniskumo zymeny raiska trimatése Capan-26 lasteliy kultirose. Reik§mingu laikytas didesnis nei 2
karty geno raiskos pokytis. Geny raiSka normuota pagal atskaitos geno TBP ir atitinkamy geny raiska
monosluoksniu auganciose lastelése. Paklaidos: £SN, n=3. **P<0,01, lyginant su 20-0jo pasazo lastelémis.

3.6.3. Mutacijy paieSka ir kariotipavimas

Dazniausiai kasos vézio Iastelése aptinkamos KRAS (77% atvejy), TP53
(63%), SMAD4 (22%) ir CDKN2A (16%) geny mutacijos (Hu et al., 2021).
KRAS geno sekvenavimas parodé, kad Sestadalis Capan-26 lasteliy (3 1§ 18
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tirty klony) turi KRAS geno tre¢iojo egzono delecijg. Tai nestandartine KRAS
mutacija, nes $iam onkogenui paprastai budingos taskinés mutacijos (Galie,
2019). Ivykus delecijai, licka transkribuojamas tik 40-ies aminoragséiy
peptidas, kurio gebéjimas atlikti K-RAS baltymo funkcijas biity abejotinas
(3.14 pav. A). Be KRAS, buvo ieskota ir vézio supresoriaus TP53 mutacijy.
Tam buvo sekvenuoti TP53 geno regionai, koduojantys saveikos su DNR
domena, nes jame dazniausiai aptinkamos mutacijos vézio atveju (Silvaetal.,
2018). TP53 5-ame egzone rasta taskiné mutacija V172F (G=>T) (3.14 pav.
B). Duomeny bazés COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic)
duomenimis, §i mutacija yra nustatyta storosios zarnos, plauciy, stemplés,

tulzies lataky ir kepeny vézio audiniuose, taciau apie kasos vézj literatlriniy
duomeny néra. Neaptikus onkogeno SMAD4 raiskos Capan-26 lastelése (3.14
pav. C), jo mutacijos netirtos.

Capan-26 lasteliy kariotipiné analizé parodé, kad linija yra miSri
populiacija, sudaryta i§ aneuploidy (vidutini$kai 44 chromosomos, 50%
populiacijos) ir pseudotetraploidy (vidutiniSskai 77 chromosomos, 50%
populiacijos) (3.14 pav. D). Visose analizuotose metafazinése plokstelése
buvo nustatyta viena translokacija ir 1-2 markerinés chromosomos.
Poliploidiskumas patvirtintas ir atlikus lasteliy analize tékmés citometru (3.14
pav. E).
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3.14 pav. Capan-26 lastelés turi su véziu siejamy geny mutacijas ir pasizymi chromosomy nestabilumu. A.
Schematiné KRAS geno delecijos reprezentacija. Paveikslélyje pavaizduoti geno koduojami baltymo
domenai, apacioje parodytas po delecijos likgs transkribuojamas peptidas. B. TP53 geno sekvenavimo
histogramos, parodancios lasteliy turimag tasking mutacija. Miapaca2 lastelés naudotos kaip neigiama
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kontrolé. C. SMAD4 raiskos tyrimas DNR elektroforezés metodu. Teigiamos raiskos atveju tikétasi 891 bp
(1 takelis) ir 398 bp (2 takelis) produkty. M takelis — markeris. Wi38 lastelés naudotos kaip teigiama
kontrol¢. D. Capan-26 aneuploidiniy ir pseudotetraploidiniy lasteliy metafaziniy ploksteliy reprezentaciniai
vaizdai. Punktyriné rodyklé zymi translokacija, iStisiné — markerines chromosomas. Mastelio juosta — 2
um. E. Capan-26 lasteliy pasiskirstymas pagal DNR kiekj, rodantis skirtingo ploidiskumo populiacijas.
Lastelés fiksuotos etanoliu ir dazytos PI, tékmés citometru registruota prie DNR prisijungusio PI
fluorescencija (raudonas kanalas).

3.6.4. Jautrumo chemoterapiniams preparatams jvertinimas

Capan-26 lasteliy jautrumas kasos véziui gydyti klinikoje naudojamiems
vaistams tirtas MTT testu (3.15 pav. A) ir t€kmés citometrijos metodu
nustatant gyvy, apoptoziniy ir nekroziniy Igsteliy populiacijas (3.15 pav. B).
Kadangi tradiciné tékmés citometrija Capan-26 lasteliy ciklo analizei netiko
(3.14 E pav. matome, kad aneuploidiniy G2/M fazéje esanciy lasteliy nebiity
galima atskirti nuo pseudotetraploidiniy Igsteliy, esan¢iy G0/G1 fazéje), buvo
pasirinktas kitas metodas: Igstelés buvo inkubuotos su fluorescuojanciu
modifikuotu timidino analogu Edu, o véliau konfokaliniu mikroskopu buvo
vertinama lasteliy, esanciy S ciklo fazéje ir jjungusiy Edu j DNR, dalis (3.15
pav. C-E). Eksperimentuose naudoti vaistai gemcitabinas (Gm), 5-
fluoruracilas (5-FU), oksaliplatina (OxaPt) ir cisplatina (CisPt). Jautriausiai
Capan-26 lgstelés reagavo ] gemcitabing, kuris jose sukélé apoptoze ir
kardinaliai sumazino Igsteliy S ciklo fazéje dalj. Nors TP53 geno V172F
mutacija kiausidziy vézio lasteléms suteikia atsparumag CisPt (X. Xie et al.,
2016), Capan-26 lastelés buvo vidutini$kai jautrios Siam vaistui ir jo analogui
OxaPt, Sie vaistai taip pat sékmingai sukélé apoptoz¢ ir sumazino Edu
inkorporavimo ] DNR efektyvuma. 5-FU Capan-26 lastelés buvo atsparios,
todél labai jdomu tai, kad po operacijos pacientei buvo paskirta FOLFIRINOX
adjuvantiné chemoterapija, kurios vienas i§ komponenty yra 5-FU.

Apibendrinant, i§ naviko pooperacinés medziagos i§vesta Igsteliy linija

Capan-26 yra véziné lasteliy linija, turinti kamieniniy lasteliy savybiy ir

1Ssiskirianti unikaliu genetiniu profiliu.

3.7. Lasteliy mezenchiminio fenotipo poky¢iy jtakos jautrumui feroptozei
jvertinimas

Kaip jau minéta, augimo veiksniy trilkumas didziausig jtaka turéjo dviejy
lasteliy linijy — Miapaca2 ir Capan-26 — mezenchiminiam fenotipui. Jeigu
palygintume mezenchiminj fenotipa visose disertacijoje tirtose lasteliy
linijose, pamatytume, kad standartinémis salygomis Miapaca2 lastelése
mezenchiminé morfologija yra iSreiksta stipriausiai ir mezenchiminiy lasteliy
zymens vimentino kiekis yra didziausias, 0 Capan-26 lastelés, prieSingai,
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pasizymi epiteline morfologija bei aukstu epiteliniy lasteliy zymens E-
kadherino lygiu. Panc-1 ir Su.86.86 lgstelés uzima tarpine biisena, o T3M4
linija artimesné epiteliniam tipui (3.16 pav. A-D). Su mezenchiminio fenotipo
laipsniu koreliuoja ir lasteliy jautrumas feroptozés induktoriui erastinui:
mezenchimiskesnés linijos yra jautresnés (3.16 pav. E). Atsizvelgiant j tai kilo
idéja, kad lasteles auginant be serumo ir stipréjant jy mezenchiminiam
fenotipui turéty keistis ir jautrumas erastinui.
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3.15 pav. Capan-26 lastelés pasizymi skirtingu jautrumu standartiniams kasos véziui gydyti naudojamiems
vaistams. A. Lasteliy gyvybingumas po Gm, 5-FU, OxaPt ir CisPt 48 val. poveikio, nustatytas MTT
metodu. B. Lasteliy pasiskirstymas pagal Ziities kelig pra¢jus 48 val. po 100 uM vaisty poveikio, vertintas
tékmés citometrijos metodu. Gyvy lasteliy membrana nelaidi P1 ir jose nedetektuojama aktyvi kaspazé 3/7,
vykstant ankstyvosioms apoptozés stadijoms lastelése aptinkama aktyvi kaspazé 3/7, bet lasteliy membrana
yra nelaidi PI, vélyvosiose apoptozés stadijose lastelése detektuojama ir aktyvi kaspazé 3/7, ir P, o
nekroziniy lasteliy membranos pralaidzios tik PL. C. Lasteliy dalies S ciklo fazéje tyrimas
imunofluorescencijos metodu po 100 uM vaisty poveikio. Ki67 ekspresuojancios lastelés (raudona
fluorescencija) yra cikle, o Click-iT Edu (Zalia fluorescencija) jjungiamas j lasteliy DNR tik S ciklo fazgje.
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Mastelio juosta — 20 um. D-E. C dalies kiekybinis vertinimas: D dalyje isreikstas Edu jjungimo j DNR
efektyvumas, E dalyje — S fazéje esanciy lasteliy populiacijos dalis. Kiekybinis vertinimas atliktas
naudojant ImageJ 1.52v (National Institutes of Health, JAV) programa. 5-FU, 5-fluoruracilas; CisPt,
cisplatina; Edu, 5-etinil-2‘-deoksiuridinas; Gm, gemcitabinas; |, intensyvumas; OxaPt, oksaliplatina.
Paklaidos: +SN, n=3. *P<0,01, **P<0,01, lyginant su vaistais neveiktomis lastelémis.
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3.16 pav. Disertacijoje naudotos kasos vézio lasteliy linijos pasizymi skirtingu mezenchimiskumo laipsniu
ir jautrumui feroptozés induktoriui erastinui. A. Reprezentaciniai kasos vézio lasteliy Sviesinés
mikroskopijos vaizdai. Mastelio juosta — 50 pm. B. Vimentino imunofluorescenciné analizé kasos vézio
lastelése. Mastelio juosta — 20 um. C. E-kadherino imunofluorescenciné analizé kasos vézio lastelése.
Mastelio juosta — 20 pum. D. Epiteliniy ir mezenchiminiy lasteliy Zymeny raiska RNR lygmeniu, nustatyta
kiekybinés PGR metodu. Geny raiska normuota pagal atskaitos geno TBP raiska. E. Kasos vézio lasteliy
gyvybingumas po erastino poveikio. Gyvybingumas vertintas pragjus 48 val. po poveikio. Paklaidos: +SN,
n=3. ¥P<0,01, **P<0,01, ***P<0,001 lyginant su erastinu neveiktomis lastelémis.

Siekiant jvertinti mezenchiminio fenotipo pokyciy jtaka kasos vézio
lasteliy jautrumui erastinui, buvo atlikti metabolinio perprogramavimo
eksperimentai. Tam buvo iSvestos Miapaca2 ir Capan-26 lasteliy sublinijos,
Miapaca? Igsteles kultivuojant be serumo 2 ir 5 paras, o Capan-26 lgsteles — 3
paras (3.17 pav. A). Laiko taskai buvo pasirinkti pagal Igsteliy didziausio
»epiteliSkumo® ir/ar ,,mezenchimiSkumo® biisenas. Po to lastelés buvo
uzséjamos ] jprastg terpe su serumu ir veikiamos erastinu pagal standartinj
kituose eksperimentuose naudotg biologinio eksperimento plang. Rezultatai
parodé, kad 5 paras augintos be augimo veiksniy Miapaca2 lastelés tapo 1,5-
2 Kkartus jautresnés erastinui nei kultivuotos be serumo 2 paras. Capan-26
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lastelés tirtuose laiko taskuose buvo erastinui atsparios tiek standartinémis,
tiek badavimo sglygomis, bet 3 paras be serumo kultivuotas Capan-26 Iasteles
paveikus erastinu tékmés citometrijos metodu nustatytas mazdaug dvigubas
oksiduoty membranos lipidy kiekio padidéjimas (3.17 pav. B). Tiesa, panasiai
kaip ir T3M4 Iastelése, erastino sukelta lipidy oksidacija nebuvo neutralizuota
ferostatino-1. Kaip jau buvo pastebéta anks¢iau, mezenchiming morfologija
igijo tik tos Capan-26 lastelés, kurios buvo lokalizuotos augimo saleliy
pakrasciuose. Todé¢l nuspresta atlikti imunofluorescencing oksiduoty lipidy
analizg, kuri leisty tiksliau jvertinti oksiduoty lipidy pasiskirstyma skirtingose
saleliy vietose auganciose lastelése. Oksiduoty lipidy sensoriaus Cl11
BODIPY 581/591 mikroskopija parodé, kad augimo veiksniy bado salygomis
saleliy pakraS¢iuose auganciy Capan-26 lgsteliy membranose vyrauja
oksiduoti lipidai, prieSingai nei lastelése, lokalizuotose toliau nuo saleliy
krasty (3.17 pav. C).

Taigi, augimo veiksniy triikumo paskatinti Miapaca2 ir Capan-26 lasteliy
mezenchiminio fenotipo pokyc¢iai koreliuoja su lasteliy jautrumu feroptozei:
mezenchiminés biisenos lastelés jgyja jautruma, o epitelinés buisenos Igstelés
— atsparumg erastinui.
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3.17 pav. Metabolinis perprogramavimas kei¢ia Miapaca2 ir Capan-26 lasteliy jautrumg erastinui. A.
Erastino poveikis Miapaca2 ir Capan-26 lasteliy sublinijy, i$vesty lasteles auginant be FBS 2 ir 5 paras,
gyvybingumui. B. Badavimo sukelti oksiduoty lipidy kiekio poky¢iai Capan-26 lastelése, nustatyti tekmés
citometrijos metodu. C. Oksiduoty ir redukuoty lipidy pasiskirstymas be augimo veiksniy auganciy Capan-
26 lasteliy populiacijoje, nustatytas mikroskopijos metodu.

80



Visais atvejais feroptozé indukuota erastinu ir slopinta ferostatinu-1 (1 uM). Lipidy oksidacijos tyrimui
Capan-26 lastelés veiktos 20 uM erastino. A ir B dalyse lastelés veiktos ferostatinu-1 ir/ar rapamicinu (0,25

nM) 1 val. prie§ erastino poveikij. Lasteliy gyvybingumas ir oksiduoty lipidy kiekis membranoje vertintas
pragjus 48 val. po poveikio.

-AA, lastelés, auginamos be L-glutamino, L-lizino ir L-arginino; Era, erastinas; -FBS, lastelés, auginamos
be serumo; Ferr-1, ferostatinas-1; I, intensyvumas; K, kontrolé — vaistais neveiktos lastelés; Rap,
rapamicinas. Paklaidos: £SN, n=3. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, lyginant su 2 arba 0 pary be FBS
augintomis lastelémis (A dalyje) arba su atitinkamomis kontrolinémis lastelémis (B dalyje).

Nors Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 lastelés, augdamos be augimo veiksniy,
nepasizyméjo morfologiniais pokyciais (3.9 pav), buvo iSvestos ir jy
analogi$kos sublinijos (3.18 pav.). Panc-1 lasteliy, kultivuoty be augimo
veiksniy 2 ir 5 paras, jautrumas erastinui stipriai nesiskyré. Su.86.86 lastelés
po dviejy pary badavimo nejgijo jautrumo erastinui, taciau kultivuojamos be
serumo 5 paras tapo erastinui jautrios. Po 5 pary auginimo be serumo T3M4
lgstelés taip pat jgavo jautruma erastinui. Jdomiausia, kad erastinas jose sukélé
feroptoze, nors ankstesni duomenys parodé, kad trumpesnis erastino poveikis
Siose lastelése feroptozés nesukelia.

Panc-1 Su.86.86
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3.18 pav. Metabolinis perprogramavimas keicia Su.86.86 ir T3M4, bet ne Panc-1 lasteliy jautrumag
erastinui. Erastino poveikis Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 lasteliy sublinijy, i$vesty lasteles auginant be FBS 2
ir 5 paras, gyvybingumui. -FBS, lastelés, auginamos be serumo; Ferr-1, ferostatinas-1. Paklaidos: +SN,
n=3. ¥**p<0,01, ***P<0,001, lyginant dvi ir penkias paras be FBS augintas lasteles.

3.8. Epitelio-mezenchimos virsma reguliuojanciy junginiy poveikis kasos
vézio lasteliy atsparumui feroptozei

Pastarieji duomenys paskatino atlikti epitelio-mezenchimos virsma
(EMT) reguliuojanciy prieSvéziniy preparaty ir erastino poveikio lgsteliy
gyvybingumui kombinatoring analiz¢. Lasteliy gyvybingumas buvo vertintas
dazant lasteles propidzio jodidu ir tékmés citometrijos metodu vertinant
integralia membrang turinciy lgsteliy dalj (gyvybingumg). Kaip ir tikétasi,
EMT sukeliantys epidermio augimo veiksnys (EGF) ir fibroblasty augimo
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veiksnys (FGF) (Gonzalez ir Medici, 2014) padidino Miapaca2 lgsteliy
jautrumg erastinui standartinémis sglygomis, bet neturéjo jtakos Iasteliy,
auganciy be serumo, gyvybingumui (lasteliy gyvybingumas vertintas pragjus
48 val. po vaisty poveikio —tiek laiko be serumo kultivuotos Miapaca? lastelés
yra jgijusios fenotipa, artimiausig epiteliniam) (3.19 pav. A).
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3.19 pav. EMT reguliuojantys junginiai gali biiti panaudojami erastino citotoksiSkumui sustiprinti. A. EMT
sukelian¢iy augimo veiksniy EGF ir FGF poveikis Miapaca2 lasteliy jautrumui erastinui standartinémis
(DMEM+10% FBS) ir augimo veiksniy bado saglygomis. Afatinibas ir BGJ398 yra atitinkamai EGFR ir
FGFR slopikliai. B. EMT slopinanéiy junginiy saracatinibo ir PF573228 poveikis Miapaca2 lasteliy
jautrumui erastinui standartinémis (DMEM+10% FBS) ir augimo veiksniy bado salygomis. C. | EMT
procesa nutaikyty prieSvéziniy preparaty ir erastino poveikio kasos vézio lasteliy gyvybingumui
kombinatoriné analize.
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Visais atvejais feroptozé indukuota erastinu ir slopinta ferostatinu-1 (1 uM). Slopikliais lastelés veiktos 1
val. prie§ erastino poveikj. Lasteliy gyvybingumas vertintas praéjus 48 val. po poveikio.

Afa, afatinibas; BG, BGJ398; EGF, epidermio augimo veiksnys; Era, erastinas; -FBS, lastelés, auginamos
be serumo; FGF, fibroblasty augimo veiksnys; Ferr-1, ferostatinas-1; PF, PF573228; Sar, saracatinibas;
TDG, tideglusibas; TPCA, TPCA-1; XAV, XAV939; XMU, XMU-MP-1; Paklaidos: +SN, n=3. *P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001, lyginant su atitinkama erastino koncentracija paveiktomis lastelémis.

EGF ir FGF sukeltas efektas buvo panaikintas lgsteles paveikus Siy
augimo veiksniy receptoriy slopikliais, atitinkamai afatinibu ir BGJ398. EMT
slopinimui buvo pasirinkti du junginiai: klasikinis EMT blokuojantis vaistas
Src slopiklis saracatinibas ir jam funkciSkai artimas FAK kinazés slopiklis
PF573228 (Bolos et al., 2010). Saracatinibas sumazino erastino
citotoksiSkuma, taciau PF573228 analogisko poveikio neturéjo, efektyvi buvo
tik jo kombinacija su saracatinibu (3.19 pav. B). Galiausiai buvo pasirinkta
keletas junginiy, kurie néra klasikiniai anti-EMT junginiai, taciau slopina tam
tikrus signalinius kelius, dalyvaujan¢ius mezenchiminio fenotipo jgijime:
NF«B (Huber et al., 2004) signalinio kelio slopiklis TPCA-1, Wnt (Gasior et
al., 2017) signalinj kelig moduliuojantys junginiai XAV939 ir tideglusibas bei
Hippo (Diepenbruck et al., 2014) signalinio kelio slopiklis XMU-MP-1. Wnt
ir Hippo signaliniy keliy slopikliai sustiprino erastino poveikj, taciau kai
kuriais atvejais buvo stebimas bifazinis slopiklio veikimas, pavyzdziui, esant
silpnam erastino poveikiui be serumo auganciose Panc-1, Su.86.86 lastelése
XAV939 suteikia atsparumg, o paveikus aukStesnémis erastino
koncentracijomis prasideda junginiy sinergija ir lasteliy gyvybingumas
mazéja. ISskirti reikéty tideglusibo ir erastino kombinacija, kuri pasizyméjo
stipriu citotoksiniu poveikiu standartinémis saglygomis visose tirtose linijose,
netgi epitelinio tipo T3M4 lastelése, kurios i§ principo erastinui yra atsparios.

Apibendrinant, galima teigti, kad kasos véZzio lasteliy jautrumas

feroptozei gali buti valdomas ir padidinamas panaudojant EMT procesa

reguliuojancius junginius. Eksperimentuose naudoty junginiy vaidmuo EMT
proceso signaliniuose keliuose pavaizduotas 3.20 pav.
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MEK1/2
ERK1/2

Snail1/2

3.20 pav. EMT valdantys signaliniai keliai. EMT moduliacijos eksperimentuose naudoti junginiai parasyti
raudonu Sriftu. Pagal (Sisto et al., 2018).
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DISKUSIJA

Oksidacinis stresas gliidi kasos vézio prigimtyje, kadangi pagrindiniai
kasos vézio sukéléjai — riikymas, alkoholio vartojimas ir pankreatitas —
generuoja ROS, kurios paskatina piktybiniy kasos pazaidy atsiradima (Liou et
al., 2016, Palmieri et al., 2007). Yra du btidai nuzudyti lgsteles, prisitaikiusias
prie pastovaus oksidacinio streso: sutrikdyti jprasta lgsteliy metabolizma
staigiai sumazinant jose esantj ROS kiekj arba prieSingai — ROS kiekj didinti,
tikintis perzengti toleruojama riba. Kitaip tariant, egzistuoja antioksidacinés ir
prooksidacinés vézio terapijos (Wang ir Yi, 2008). Nors abi $ios strategijos
iSbandytos kasos vézio gydyme (Martinez-Useros et al., 2017), disertacijoje
gilintasi j antraja — ROS kiekio lastelése didinima. Siame darbe sifiloma kasos
véz] gydyti lastelése sukeliant neseniai atrasta zuties formg — feroptoze.
Feroptozés metu lgstelés zusta nuo membranos lipidy oksidacijos, kurig lemia
sutrikusi gelezies apykaita ir glutationo peroksidazés 4 (GPX4) neveiklumas.
Feroptozé yra unikali Igstelés zitis, kuri morfologiskai ir biochemiskai skiriasi
nuo klasikiniy lastelés ziities bidy — apoptozés, nekrozés ar autofagijos. Nuo
pat atradimo 2012 m. feroptozé sulauké nemazai mokslinés bendruomenés
démesio, ji tirta tiek vézio, tiek Sirdies ir neurodegeneraciniy ligy kontekste
(Y. Xie et al., 2016). Vienas i$ svarbiausiy pastaryjy mety atradimy yra tas,
kad feroptozé gali padéti jveikti kasos vézio atsparumg gemcitabinui,
standartiniam kasos véziui gydyti klinikoje naudojamam vaistui (Zhu et al.,
2017).

Lasteliy jautrumas feroptozei priklauso nuo jy metabolinio
perprogramavimo, kurj kasos vézio atveju graziai iliustruoja
,priklausomybés* nuo gliukozés ir glutamino (angl. glucose and glutamine
addiction) pavyzdys. Cistino-glutamato antiporteris xc~ vykdo cistino ir
glutamato mainus: i lgstele jneSdamas vieng cistino molekulg, jis kartu i§
lastelés iSneSa vieng glutamato molekule. Lasteléje cistinas greitai
redukuojamas iki cisteino ir naudojamas glutationo biosintezei. Cistino
redukcijai reikalingas NADPH, kuris yra sintetinamas i$ gliukozés (gliukozés
6-fosfato) pentoziy fosfato kelio metu. NADPH taip pat naudojamas
oksiduoto glutationo redukcijai. Lastelés, kuriose yra padidéjusi xc
komponento SLC7A11 raiska, pasizymi didesniu atsparumu feroptozei dél
aukstesnio redukuoto glutationo lygio ir didesnio GPX4 aktyvumo. Taciau
atsparumas feroptozei turi savo kaing: tam, kad patenkinty energijos poreikj ir
pateikty pakankamai glutamato trikarboksirtigs¢iy ciklui, Igstelés turi
suaktyvinti glutamato jnass. Dazniausiai j lastele glutamatas patenka
glutamino pavidalu. Tokiu biidu atsparumas feroptozei tampa neiSvengiamai
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susietas su priklausomybe nuo gliukozés ir glutamino (Koppula et al., 2021).
Kasos vézys yra nuo glutamino priklausomas (angl. glutamine-addicted)
vézio tipas, nors kasos vézio lastelés naudoja netipinius fermentus glutamino
metabolizmui, galimai dél K-RAS valdomo perprogramavimo (Son et al.,
2013). I8 siy pastebéjimy kilo idéja, kad priverstinis metabolity (nebutinai
gliukozés ar glutamino) ,badas* gali turéti jtakos kasos vézio lasteliy
jautrumui feroptozés induktoriui erastinui.

Siame darbe gauti rezultatai parodé, kad poveikiai, kurie sukelia arba
imituoja badg (augimo veiksniy, mMTORCI1 aktyvacijai biitiny aminorags¢iy
L-glutamino, L-lizino ir L-arginino trikumas augimo terpéje arba mTORC1
slopiklio rapamicino poveikis) nevienodai veikia skirtingy kasos vézio linijy
lasteles: dvi paras badaujancios Miapaca?2 lgstelés tampa atsparios feroptozei,
0 Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 lasteliy jautrumas erastinui padidéja. Kokiais
molekuliniais mechanizmais badavimas galéty valdyti véziniy lasteliy
jautruma erastinui, néra tiksliai zinoma. Yra duomeny, kad augimo veiksniy
trikumas sukelia prostatos vézio lasteliy peréjima i nesidalijanciy (angl.
guiescent) lasteliy buseng ir padidina antioksidacinj atsaka valdanéio
transkripcijos veiksnio NF-kB aktyvacija, taip apsaugant lasteles nuo
oksidacinio streso, bet ne specifiskai feroptozés (White et al., 2020). Tuo tarpu
Lee et al. parodé, kad energinis stresas slopina feroptoze vézinése lastelése
aktyvindamas AMPK kinazg ir riebaly riig8¢iy metabolizma (Lee et al., 2020).
Tiesa, kai kuriy rasiy Igstelése, auganciose be augimo veiksniy, AMPK
aktyvacijai bitinas palaipsninis ROS kaupimasis (Wu et al., 2013). Sioje
disertacijoje buvo pastebéta, kad, skirtingai nei Panc-1 ir Su.86.86, Miapaca2
lasteliy linijoje augimo veiksniy ir mTORCI1 aktyvacijai biitiny aminoragsciy
trikumas padidina GSH kiekj. Vadinasi, Panc-1 ir Su.86.86 Iasteliy
antioksidacinis atsakas yra silpnesnis, o tai paaiSkina jautrumo feroptozei
skirtumus. Be to, Sato et al. yra parode, kad lizino, arginino ir kity
aminortig§¢iy trukumas padidina cistino jna$g j lastelg ir xc™ antiporterinés
sistemos komponenty raiska (Sato et al., 2004). Sie duomenys paremia
disertacijos rezultatus, rodancius, jog aminortigs¢iy trikumas padidina
Miapaca2 lasteliy atsparumg erastinui. Didziausig jtaka Panc-1 ir Su.86.86
lasteliy gyvybingumui po erastino poveikio turéjo ir labiausiai lgsteliy
jautrumg padidino pseudobadavimas — MTORCL slopiklio rapamicino
poveikis. Nei Siose, nei Miapaca2 lasteliy linijoje abiejy mTOR kompleksy
slopiklis INK 128 analogisko rapamicinui efekto neturéjo. Tai pasufleravo,
kad rapamicinas lasteliy jautrumg valdo ne tiesiogiai, o grjZztamojo rysio
principu per mTORC2, kuomet po rapamicino poveikio slopinama S6K ir taip
netiesiogiai aktyvinamas jos taikinys Rictor bei mTORC2 (Formisano et al.,
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2020). Gu et al. yra parode, kad aktyvus mTORC?2 slopina cistino jnasa (Gu
et al., 2017). Tuo bity galima paaiskinti, kodél rapamicinas padidino Panc-1,
Su.86.86 ir T3M4 lasteliy jautrumg erastinui. Be to, vienas i§ mTORC2
perduodamo signalo tolimesniy tarpininky yra kinazé ERK1/2 (Carracedo et
al., 2008). Disertacijoje buvo parodyta, kad, prieSingai anks¢iau gautiems
duomenims (Soares et al., 2013), ERK1/2 isties yra perneSama j badaujanciy
Miapaca2, Panc-1 ir Su.86.86 lasteliy branduolj, o farmakologinis ERK1/2
slopinimas apsaugo kasos vézio Igsteles nuo erastino sukeliamos feroptozeés.
Be to, Sio darbo rezultatai atskleidé, kad badavimo sukeltus atsparumo
erastinui poky¢ius kasos vézio lastelése valdo ir kita kinazé — JNK, kuri taip
pat yra aktyvinama (fosforilinama) (pseudo)badaujanciose kasos vézio
lastelése. Eksperimenty rezultatai parodé, kad oksidacinj stresg patirianciose
kasos vézio lastelése JNK gali veikti dvejopai: standartinéje terpéje
auganciose Panc-1 lastelése JNK slopinimas sustiprino feroptoze, o bado
salygomis JNK slopinimas apsaugojo lasteles nuo erastino citotoksiskumo.
Antioksidacinés JNK slopiklio SP600125 savybés taip pat pasireiské ir
Miapaca? lgstelése. Prooksidacinis JNK veikimas buvo pastebétas ir anksciau,
taCiau daugiausiai ne vézinése, o sveiko audinio lastelése vykstant apoptozei
(Hanawa et al., 2008, Lee et al., 2009, Win et al., 2015). Feroptozés kontekste
yra parodyta, kad P38 ir JNK aktyvacija padidina NOX4 raiska ir sukelia
kasos saleliy lasteliy (angl. pancreatic islet cells) zatj (Li ir Leung, 2020). Taip
pat neseniai buvo nustatyta, kad JNK feroptoze gali paskatinti ir slopindama
GPX4 (Y. Yang et al., 2021). Visgi, né¢ vienas i§ §iy mechanizmy nebuvo
tiesiogiai susietas su lgsteliy badavimu, kaip tai buvo padaryta Sioje
disertacijoje.

Svarbu paminéti, kad disertacijos darbuose buvo naudotos ne tik
pastovios (kataloginés) kasos vézio lgsteliy linijos, bet ir unikali doktorantiros
metu iSvesta kasos vézio lasteliy linija Capan-26, geriau reprezentuojanti
pirminj kasos navikg. Capan-26 yra pirmoji kasos vézio lasteliy linija, iSvesta
i§ Lietuvos pilietés kasos naviko pooperacinés medziagos. Linijos i§vedimo
procesas nebuvo lengvas, o jo efektyvumas sieké 4%. Bendrame kontekste tai
néra nejprasta: literatiiriniais duomenimis, kasos vézio 1asteliy linijy iSvedimo
procesa retai lydi didesné nei 10% sékmé (Kim et al., 2017, Ruckert et al.,
2012). Lasteliy linijos isvedimo sékmingumas kritikai priklauso nuo to, kaip
lengvai pavyksta suardyti naviko audinj ir i$skirti 1asteles, o kasos navikai yra
vieni sunkiausiai suardomy. Be to, yra zinoma, kad naviko stromos lgstelés,
pavyzdziui, su véZiu asocijuoti (angl. cancer-associated) fibroblastai, daug
lengviau prisitaiko prie in vitro aplinkos (Miserocchi et al., 2017), todél greitai
pradeda dominuoti Igsteliy kultiiroje ir uzgozia vézines lasteles. Sis reiskinys,
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dar zinomas kaip ,,fibroblasty praaugimas* (angl. fibroblast outgrowth), buvo
viena pagrindiniy problemy iSvedingjant kasos vézio lasteliy linijas, ypac
turint omenyje tai, kad kasos navikuose stromos lastelés sudaro didziaja dalj
lasteliy populiacijos (Waghray et al., 2013).

Capan-26 lastelés buvo pilnai charakterizuotos in vitro: nustatyta jy ciklo
trukmé, véziniy ir kamieniniy lgsteliy Zymeny raiska, kolonijy formavimo
efektyvumas, su véziu siejamy geny KRAS ir TP53 mutacijos, lasteliy
kariotipas ir jautrumas chemoterapiniams kasos véziui gydyti naudojamiems
preparatams. Jdomu buvo tai, kad kasos vézio Zymenis CEACAMS6 ir CA-19-
9 ekspresavo tik trimatéje sistemoje augancios Capan-26 lastelés. Yra zinoma,
kad padidéjusi CEACAMG6 raiska kasos vézio Igsteléms suteikia atsparumag
anoikiui (Duxbury et al., 2004) ir sukelia EMT (Chen et al., 2013), kas
paaiskinty jo aptikima trimatése kultiirose. Tokiose lastelése taip pat yra
padidéjusi ZEB1 OCT4, klasikiniy EMT ir kamieniSkumo zZymeny, raiska
(Krebs et al., 2017, Mohiuddin et al., 2020). Kamieninémis savybémis
pasizyminciy ir anoikiui atspariy Igsteliy populiacija vélyvesniuose pasazuose
iSaugo. Taip pat nustatyta, kad Capan-26 lastelés yra aneuploidy ir poliploidy
misSinys. Poliploidija néra retas reiskinys kasos vézio lasteliy linijose:
Miapaca2, Capan-2, Panc-1 lastelése vidutiniSkai randama 60-70
chromosomy. Visgi, Capan-26 lgstelés yra itin unikalios pagal kitg geneting
charakteristikg — mutantinj statusa. Lastelése rasta onkogeno KRAS 3 egzono
delecija ir vézio supresoriaus TP53 taskiné mutacija V172F, né viena i$ Siy
mutacijy kasos vézio kontekste (arba apskritai, KRAS delecijos atveju) nebuvo
aprasyta mokslingje literatiiroje anksciau.

Augimo veiksniy badas imituoja salygas, su kuriomis vézinés lastelés
susiduria didesniuose navikuose prie§ susiformuojant kraujagysliy tinklui.
Prastas metabolity pralaidumas ir ribotas maisto medziagy patekimas |
gilesnius naviko sluoksnius yra budinga kasos naviky savybé (Kamphorst et
al., 2015). Yra zinoma, kad augimo veiksniy trikumas gali paskatinti naviko
metastazavimg (Chen et al., 2010, Conacci-Sorrell et al., 2014, Li et al., 2013,
Tong et al., 2019). Auginimas be serumo isties sustiprino dviejy kasos vézio
lasteliy linijy Miapaca2 ir Capan-26 mezenchiminj fenotipa: lgstelés jgijo
fibroblastiskg morfologija, padidino mezenchiminiy arba sumazino epiteliniy
zymeny lygj, taip pat padidéjo Miapaca2 lasteliy judrumas in vitro sistemoje.
Badaujancios Miapaca?2 Igstelés i§ mezenchiminio tipo peréjo j epitelinj, o po
to vél grizo | mezenchiminj. Epiteliné biisena pasizyméjo didziausiu
atsparumu erastinui, o mezenchiminé — didziausiu jautrumu. Capan-26 lgsteliy
linijoje mezenchimines savybes jgijo tik dalis populiacijos lasteliy, taciau jose
kartu su mezenchiminio fenotipo poky¢iais stipriai padidéjo ir oksiduoty
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membranos lipidy kiekis. Auginimo be serumo sukelti lgsteliy jautrumo
erastinui pokycCiai gali bati aiskinami priklausomybés receptoriy (angl.
dependence receptors) koncepcija (Stone, 2020). Sie receptoriai jprastinéje
biisenoje yra neaktyvis, o aktyvinami tik jy ligandy koncentracijai Igsteliy
augimo aplinkoje perzengus tam tikra slenksting verte. Lasteles ilgesnj laika
kultivuojant be serumo, $i slenkstiné verté galéty biiti perzengiama dél
parakrininés arba autokrininés stimuliacijos, o receptoriy perduodamas
signalas sukelty mezenchiminio fenotipo ir jautrumo erastinui pokycius.
Zvelgiant i§ evoliucinés perspektyvos, galima spekuliuoti, kad stromos
lastelés, igijusios epiteliniy savybiy ir sustiprinusios tarpusavio sgveikas,
galéty suformuoti ,,skyda‘, kuris apsaugoty naviko gilumoje gliidin¢ias vézio
kamienines Igsteles nuo oksidacinio streso. Taip navikui likty galimybé po tam
tikro laiko atsinaujinti.

Patvirtinus lasteliy mezenchiminio fenotipo ir jautrumo erastinui
koreliacijas, nuspresta patikrinti epitelio-mezenchimos virsma (EMT)
valdanciy junginiy poveiki kasos vézio Iasteliy jautrumui erastinui. Kaip ir
tikétasi, nustatyta, kad EMT skatinantys augimo veiksniai EGF ir FGF
padidina Miapaca?2 lasteliy jautruma erastinui, o EGFR ir FGFR slopinimas §j
efektg pilnai pasalina. Klasikinis anti-EMT wvaistas Src kinazés slopiklis
saracatinibas apsaugo Miapaca?2 Igsteles nuo feroptozes. Galiausiai, parodyta,
kad Wnt ir Hippo signaliniy keliy reguliatoriai XA V939, tideglusibas ir XMU-
MP-1 padidina lasteliy jautrumg erastinui. Kai kuriais atvejais (pavyzdziui,
XAV939) buvo stebimas bifazinis slopiklio veikimas, kuomet esant nedidelei
erastino koncentracijai slopiklis suteikia atsparumg, o esant aukS$tesnei
prasideda junginiy sinergija ir lasteliy gyvybingumas mazgéja. I$skirti reikéty
tideglusibo ir erastino kombinacijg, kuri pasizyméjo stipriu citotoksiniu
poveikiu visose tirtose kasos vézio linijose, netgi epitelinio tipo T3M4
lastelése, kurios i§ principo erastinui buvo atsparios. Tideglusibas slopina
GSK-3, kuri slopina B-katening. Yra duomeny, kad slopindamas geny, kuriy
produktai dalyvauja tarplasteliniy jungCiy sudaryme, raiSka, B-kateninas
stiprina lasteliy mezenchiminio fenotipo raiska ir aktyvina EMT (Kim et al.,
2019), o po tideglusibo poveikio B-kateninas lieka aktyvus. Tad lasteliy
jautrumas erastinui galéty padideéti del potencialiai stipriau iSreikSto jy
mezenchiminio fenotipo.

Pastaraisiais metais badavimu pagrjstos prie§vézinés terapijos (angl.
starvation-based anticancer therapies) sulauké nemazai démesio. Gydant
véZzj, navikg ,,badauti“ galima priversti keliais biidais: veikiant angiogeneze
slopinanciais junginiais, suardant naviko kraujagysliy tinkla, tiesiogiai
skaidant maisto medZziagas navike arba veikiant junginiais, sukelianciais
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pseudobadavima, pavyzdziui, mTOR signalinio kelio arba augimo veiksniy
receptoriy slopikliais (Chan et al., 2017, Coppock et al., 2016, Demkova ir
Kucerova, 2018, Yu et al., 2019). Badavima ir oksidacinj stresa sukelian¢iy
priesvéziniy terapijy efektyvumas buvo patvirtintas ir in vitro, ir in vivo
(D'Aronzo et al., 2015, Liu et al., 2019, Ranji-Burachaloo et al., 2019). Siame
darbe gauti duomenys parodo, kad kasos vézio lgstelése, tiek pastoviose
(kataloginése), tiek unikalioje lasteliy linijoje, badavimas valdo jautruma
feroptozei per ERK1/2, INK ir lasteliy mezenchiminio fenotipo pokycius.
Kartu atskleidziamos naujos terapinés kinaziy slopikliy ir feroptozés
induktoriy kombinacijy perspektyvos.
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ISVADOS

Naujoje kasos vézio lasteliy linijoje Capan-26 aptinkami kasos vézio
zymenys, linija pasizymi kamieniniy lgsteliy savybémis ir unikaliu
genetiniu profiliu;

Augimo veiksniy, aminortigs¢iy L-glutamino, L-lizino ir L-arginino
trikumas ir mTORC] slopinimas rapamicinu nevienodai veikia tiek
pat laiko badavusiy kasos vézio lasteliy jautruma feroptozés
induktoriui erastinui: Miapaca?2 lastelés tampa atsparesnés, o Panc-1,
Su.86.86 ir T3M4 — jautresnés;

ERK1/2 ir JNK kinazés (pseudo)badavimo salygomis valdo Iasteliy
zutj feroptozés biidu;

Augimo veiksniy trikumas kei¢ia Miapaca2 ir Capan-26 lasteliy
mezenchiminj fenotipg, mezenchiminé biisena pasizymi didesniu
jautrumu erastinui, o epiteliné — didesniu atsparumu; Panc-1, Su.86.86
ir T3M4 linijose augimo veiksniy bado salygomis mezenchiminio
fenotipo poky¢iai nestebimi;

Epitelio-mezenchimos virsmg valdantys junginiai stiprina erastino
citotoksiskumg kasos véZio lgstelése.
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2 P pav. Oksiduoty lipido kiekio tyrimas Su.86.86 ir T3M4 lastelése po rapamicino (0,25 nM) ir
SCH772984 (1 uM) poveikio. K, kontrolé — vaistais neveiktos lastelés. Feroptozé indukuota erastinu ir
slopinta ferostatinu-1 (1 uM). Lipidy oksidacijos tyrimui Su.86.86 lastelés veiktos 2 uM erastino, o T3M4
lastelés — 10 puM erastino. Rapamicino ir ERK1/2 slopiklio poveikis darytas 1 val. prie$ erastino poveikj.
Oksiduoty lipidy kiekis membranoje vertintas praéjus 48 val. po poveikio. Era, erastinas; Ferr-1,
ferostatinas-1; |, intensyvumas; Rap, rapamicinas; SCH, SCH772984.

Miapaca2 N Panc-1

wStandartinés salygos ® -FBS O -AA

3 P pav. Oksiduoty lipidy kiekio tyrimas rapamicinu (0,25 nM) ir JNK slopikliu SP600125 (5 uM) veiktose
Miapaca2, Panc-1, Su.86.86 ir T3M4 lastelése. Visais atvejais feroptozé indukuota erastinu ir slopinta
ferostatinu-1 (1 pM). Lipidy oksidacijos tyrimui Miapaca2 ir Panc-1 lastelés veiktos 1 pM erastino,
Su.86.86 lastelés — 2,5 uM erastino, 0 T3M4 lastelés — 20 uM erastino. Oksiduoty lipidy kiekis membranoje
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vertintas pra¢jus 18 val. po poveikio (Miapaca? linijos) ir 48 val. po poveikio (Panc-1, Su.86.86 ir T3M4
linijy). -AA, lastelés, auginamos be L-glutamino, L-lizino ir L-arginino; Era, erastinas; -FBS, lastelés,
auginamos be serumo; Ferr-1, ferostatinas-1; I, intensyvumas; K, kontrolé — vaistais neveiktos lastelés; Rap,
rapamicinas; SP6, SP600125. Paklaidos: +SN, n=3. *P<0,05, ***P<0,001, lyginant tokius pa¢ius poveikius
gavusias ir tomis paciomis salygomis augancias lasteles, veiktas ir neveiktas SP600125.
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SUMMARY
LIST OF ABBREVIATIONS

-FBS — cells, cultured without fetal bovine serum

5-FU — 5-fluorouracil

-AA — cells, cultured without L-glutamine, L-lysine and L-arginine
Afa — EGFR (epidermal growth factor receptor) inhibitor afatinib
BG — FGFR (fibroblast growth factor receptor) inhibitor BGJ398
CisPt — cisplatin

DAPI — 4¢,6-diamidino-2-phenylindole

DMSO - dimethyl sulfoxide

EGF — epidermal growth factor

EMT — epithelial-mesenchymal transition

Era — erastin

ERK1/2 — extracellular signal-regulated kinase 1/2

Ferr-1 — ferrostatin-1

FGF — fibroblast growth factor

Gm — gemcitabine

GPX4 — glutathione peroxidase 4

GSH — reduced glutathione

INK — mTORC1 and mTORC2 inhibitor INK128

JNK — c-Jun N-terminal kinase

cDNA — copy DNA

MTT — (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
OxaPt — oxaliplatin

PBS — phosphate buffer solution

PF — FAK inhibitor PF573228

Pl — propidium iodide

PUFA — polyunsaturated fatty acids

PUFA-PL — PUFA-containing phospholipids (PL)

Rap — mTORCL inhibitor rapamycin

ROS - reactive oxygen species

Sar — Src inhibitor saracatinib

SCH — ERK1/2 inhibitor SCH772984

SD — standard deviation

SP — JNK inhibitor SP600125

TDG — GSK-3 inhibitor tideglusib

TDU — YAP1 antagonist super-TDU
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TPCA — IKK inhibitor TPCA-1
XAV - tankyrase inhibitor XAV939
XMU — MST 1/2 inhibitor XMU-MP-1

118



INTRODUCTION

Pancreatic cancer is the seventh most common cancer in the world.
However, it places fourth according to mortality rates (Sung et al., 2021).
Delayed diagnosis and resistance to chemotherapeutics are the main causes of
such a poor outcome. Early pancreatic cancer detection is limited by an
asymptomatic disease and the lack of reliable diagnostic biomarkers. Locally
advanced pancreatic tumors (about 30-40% of cases) can be surgically
resected, and the procedure is often combined with chemo- or radiotherapy.
However, it rarely leads to full tumor eradication (Spadi et al., 2016).
Metastatic pancreatic cancer has the worst prognosis as it cannot be surgically
removed and is highly resistant to traditional pancreatic cancer
chemotherapeutics, such as gemcitabine (Amrutkar and Gladhaug, 2017).
Although several novel combination therapies (gemcitabine and nab-
paclitaxel, gemcitabine and FOLFIRINOX) have been proposed in recent
years (Petrillo et al., 2019, Sarabi et al., 2017), advanced pancreatic cancer
still remains highly lethal. It is estimated that by 2025 pancreatic cancer should
even reach the top three of the leading cancers in Europe (Ferlay et al., 2016).

In 2012, a new iron-dependent cell death form, ferroptosis, was
discovered (Dixon et al., 2012). Cells that undergo ferroptosis die from
excessive membrane lipid peroxidation. Fenton reactions and enzymes that
use iron as a cofactor, such as lipoxygenases, are constantly generating lipid
peroxides as a part of a normal cellular homeostasis. To prevent membrane
damage, cells activate antioxidant enzyme glutathione peroxidase 4 (GPX4).
Most ferroptosis inducers inhibit activity or expression of GPX4, which leads
to an oxidative membrane damage and eventual cell death (Stockwell and
Jiang, 2020). In recent years, ferroptosis has been researched in the context of
cardiovascular, neurodegenerative diseases and cancer (Han et al., 2020). Of
note, as cancer cells have more soluble iron in their cytosol than their normal
counterparts, they need a milder oxidative stimulus to induce ferroptotic death.
Thus, ferroptosis can be specifically targeted to malignant cells (G. Chen et
al., 2020). Moreover, it was shown that therapy resistant and metastatic cancer
cells are especially sensitive to ferroptosis induction (Gagliardi et al., 2020,
Li et al., 2020).

On the other hand, many types of cancer, including pancreatic, rewire
their metabolism and become dependent on certain nutrients (Son et al., 2013).
This vulnerability is exploited by cancer starvation therapy. Common ways to
starve tumors include treatment with antiangiogenic compounds, vascular
blood supply disruption and direct decomposition of intratumoral nutrients

119



(Yu et al., 2019). In in vitro systems, a pseudostarvation model is commonly
used, in which cells growing at standard conditions are treated with
compounds that mimic starvation, such as inhibitors of mMTOR pathway
(Coppock et al., 2016). However, the question how starvation mediates cell
resistance to ferroptosis has not yet been fully answered. Thus, the works of
this dissertation aimed to find the anticancer potential in the synergy of these
two strategies — starvation and ferroptosis induction. Part of the dissertation
was focused on a derivation of a new pancreatic cancer cell line that would be
a more accurate representation of a primary tumor. Patterns of resistance to
ferroptosis that were noticed in the established cell lines were also examined
in this clinically relevant cancer model.

The aim of this study — to elucidate the mechanisms of ferroptosis resistance
in pancreatic cancer cells.

The following tasks were raised to attain this aim:

e To establish and characterize a new pancreatic cancer cell line;

e To determine the impact of (pseudo)starvation (growth factor,
L-glutamine, L-lysine and L-arginine withdrawal and mTOR
inhibition) on ferroptosis inducer erastin treatment in pancreatic
ductal adenocarcinoma cells;

e To evaluate the role of ERK1/2 and JNK kinases in starved pancreatic
cancer cell sensitivity to erastin;

e To determine the impact of starvation on pancreatic cancer cell
mesenchymal state, both in established and new cell lines;

e To evaluate the anticancer potential of the combination of EMT-
modulating compounds and erastin.

120



SCIENTIFIC NOVELTY AND PRACTICAL VALUE

This work investigated how metabolic rewiring can be used to potentiate
erastin cytotoxicity in pancreatic cancer cells. Ferroptosis is a newly
discovered cell death type and not much is known about the factors that
determine the sensitivity to ferroptosis inducers. The results of this dissertation
showed for the first time that sensitivity to ferroptosis can be mediated by
growth factor, amino acid starvation and mTOR inhibition. However, the
aforementioned factors elicit different effects in pancreatic cancer cell lines:
The Panc-1, Su.86.86 and T3M4 cells gain sensitivity, whereas Miapaca2
cells, starved for two days, acquire resistance. It was shown that in starved
pancreatic cancer cells, sensitivity to ferroptosis is mediated by kinases
ERK1/2 and JNK. Of note, ERK1/2 translocation to rapamycin-treated
pancreatic cancer cell nucleus was detected for the first time, as other authors
in similar studies investigated a prolonged rapamycin treatment and its effect
on ERK1/2 translocation (Soares et al., 2013). Moreover, the findings of the
present study highlight a dual role of JNK in oxidative stress response
regulation. In Panc-1 cells under standard conditions, JNK inhibition
enhanced ROS-induced cell death; however, starvation combined with JNK
inhibition protected these cells from erastin cytotoxicity. A pro-oxidant JNK
role has been observed by other authors, however, mainly in the context of the
regulation of normal cell apoptosis (Hanawa et al., 2008, Lee et al., 2009, Win
et al., 2015). However, none of these results has been directly linked to
metabolic reprogramming and cell starvation (Li and Leung, 2020, Y. Yang
etal., 2021).

Moreover, in this dissertation, a new pancreatic cancer cell line Capan-
26 was established and characterized in vitro by assessing the doubling time,
tumor and stem cell marker expression, colony forming efficiency, mutations
of the KRAS and TP53 genes, karyotype and sensitivity to drug treatment. This
is the first pancreatic cancer cell line derived from a tumor of a Lithuanian
patient. The results of the present study demonstrated that FBS starvation
induces changes in cell morphology and epithelial and mesenchymal marker
expression and/or increased motility of this unique cell line and also in an
established cell line Miapaca2. It was shown that increased mesenchymal
properties correlate to a higher sensitivity to erastin, whereas the epithelial cell
state is more resistant. With this in mind, several EMT-targeting compounds
were evaluated for their effects on cell sensitivity to erastin and new effective
combinations of erastin and EMT-modulating compounds were discovered.
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Certainly, the practical value of the Capan-26 cell line will be unveiled even
more in the future research.
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STATEMENTS TO DEFEND

A newly established pancreatic cancer cell line Capan-26 possesses
cancer and stem cell properties;

(Pseudo)starvation (growth factor, L-glutamine, L-lysine and
L-arginine withdrawal and cell treatment with mTOR inhibitors)
elicits contrasting effects in different pancreatic cancer cell lines;
ERK1/2 and JNK kinases regulate (pseudo)starved pancreatic cancer
cell sensitivity to erastin;

Starvation mediates the mesenchymal state of Capan-26 and
Miapaca2 cells; epithelial state corresponds to resistance to erastin,
mesenchymal state increases sensitivity;

EMT-modulating compounds can be used to increase erastin
cytotoxicity in pancreatic cancer cells.
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MATERIALS AND METHODS

Materials
All materials were purchased from Carl Roth, unless stated otherwise.

Cell culture and treatments. In the present study, five human ductal
adenocarcinoma cell lines were used: Miapaca2, Panc-1, Su.86.86, T3M4 and
Capan-26. The Miapaca2 cell line was a kind gift from Dr Vitalijus
Karabanovas (Biomedical Physics Laboratory, National Cancer Institute,
Vilnius, Lithuania). The Panc-1, Su.86.86 and T3M4 cells were gifts from Dr
Arvydas Kanopka (Department of Immunology and Cell Biology, Institute of
Biotechnology, Life Sciences Center, Vilnius, Lithuania). The Capan-26 cell
line was established in the present study. The Miapaca2, Panc-1, Su.86.86 and
T3M4 cells were cultured in DMEM (Gibco; Thermo Fisher Scientific),
supplemented with 10% FBS (Gibco; Thermo Fisher Scientific) and 1%
penicillin/streptomycin (Gibco; Thermo Fisher Scientific). The Capan-26 cells
were cultured in Iscove’s modified Dulbecco’s medium (Gibco; Thermo
Fisher Scientific) with 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin. Cells were
grown at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO,. For all experiments,
cells were seeded at the following densities: Miapaca2, 8x10* cells/ml; Panc-
1 and Su.86.86, 7x10* cells/ml; T3M4, 9x10* cells/ml. The Capan-26 cells
were split 3-4 times.

Amino acid starvation was induced by cultivating the cells in DMEM
medium without L-glutamine, L-Lysine and L-Arginine (Gibco; Thermo
Fisher Scientific), supplemented with % penicillin/streptomycin (Gibco;
Thermo Fisher Scientific).

Cisplatin (CisPt, 0.1-100 uM), purchased from Accord, and oxaliplatin
(OxaPt, 1-100 uM), purchased from Fresenius Kabi, were stored at +4°C.
Gemcitabine hydrochloride (Gm, 0.1-100 uM) was purchased from Sigma and
stored at -20°C or -80°C. 5-fluorouracil (5-FU, 0.1-100 uM) was purchased
from Accord and stored at room temperature.

EGFR inhibitor, afatinib (Afa, 1 pM), FGFR inhibitor, BGJ398 (BG, 1
uM), ferroptosis inducer, erastin (Era, 0.4-20 uM), the ferroptosis inhibitor,
ferrostatin-1 (Ferr-1, 1 uM), the dual mMTORC1/mTORC?2 inhibitor, INK128
(INK, 0.125 nM), the ERK1/2 inhibitor, SCH772984 (SCH, 1 uM), the FAK
inhibitor, PF573228 (PF, 2 uM), the Src inhibitor, saracatinib (Sar, 2 uM), the
YAPL1 antagonist, super-TDU (TDU, 0.2 uM), the MST1/2 inhibitor, XMU-
MP-1 (XMU, 5 uM), the GSK-3 inhibitor, tideglusib (TDG, 5 uM), and the
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IKK inhibitor, TPCA-1 (TPCA, 5 pM), were purchased from Selleck
Chemicals. The tankyrase inhibitor, XAV939 (XAV, 5 uM) and the JNK
inhibitor, SP600125 (SP6, 5 uM) were purchased from MilliporeSigma. The
mTORCL inhibitor, rapamycin (Rap, 0.25 nM), was obtained from Santa Cruz
Biotechnology. All compounds were dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO), stored at -20°C and diluted in growth medium to their final
concentrations immediately prior to use. An appropriate volume of DMSO
was used as a vehicle in control cells. The EGF and bFGF (100 ng/ml)
recombinant proteins were purchased from Invitrogen and stored according to
manufacturer’s instructions.

Cell viability assessment. Cell viability was evaluated using MTT or
propidium iodide (PI) staining. For MTT test, cells were seeded into 96-well
plates (SigmaAldrich; Merck KGaA). Cells were exposed to treatments for 48
h. Then media with 0.5 mg/mL MTT was added to each well and plates were
incubated for 1 h at 37 °C. The formazan product was dissolved by adding 50
pL DMSO to each well. The absorbance was measured at 570 nm with
Varioskan Flash Multimode Reader (Thermo Fisher Scientific). Results were
normalized according to untreated control. For Pl staining, the day before
treatment, the cells were seeded into 48-well plates (SigmaAldrich; Merck
KGaA). The cells were exposed to the treatments for 48 h. The substratum-
bound and detached cells were then collected, centrifuged at 600 x g for 3 min,
suspended in PBS and stained with 0.5 pg/ml PI for 5-10 min. The proportion
of cells with a permeabilized membrane was determined using the Guava
easyCyte 8HT flow cytometer (MilliporeSigma). If the proportion of apoptotic
(caspase-3/7-positive) cells was to be evaluated, the cells were simultaneously
stained with Caspase-3/7 Green detection reagent (Invitrogen; Thermo Fisher
Scientific; 0.5 uM; 37°C for 30 min). The data were analyzed using Flowing
Software 2.5.1. (University of Turku).

Detection of membrane lipid oxidation using C11-BODIPY 581/591
staining. To detect cells with oxidized membrane lipids, the cells were stained
with 0.5 uM C11 BODIPY 581/591 fluorescent probe (Invitrogen; Thermo
Fisher Scientific) for 30 min at 37 °C. The cells were then collected,
centrifuged at 600 x g for 3 min, resuspended in PBS and analyzed on the
Guava easyCyte 8HT flow cytometer (MilliporeSigma). Data analysis was
performed using Flowing Software 2.5.1 (University of Turku).

Oxidized membrane lipids in Capan-26 cells were visualized using
confocal microscopy. Briefly, the cells were seeded on glass coverslips,
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stained with 10 uM C11 BODIPY 581/591 for 30 min at 37°C, washed with
PBS, mounted in Prolong Gold Antifade reagent (Molecular Probes;
Invitrogen; Thermo Fisher Scientific) and observed immediately using a
confocal laser scanning microscope (Eclipse TE2000-S; Nikon Corporation).

Glutathione (GSH) assay. GSH levels were determined in the cells using
Ellman’s  reagent  (5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic  acid)  (DTNB;
MilliporeSigma). The cells were collected, centrifuged at 400 x g for 4 min
and resuspended in PBS. Subsequently, one-tenth of the cell suspension was
used for cell counting using a Guava easyCyte 8HT flow cytometer
(MilliporeSigma). The remaining cells were centrifuged again at the same
conditions as in the previous step and resuspended in 20 pl working buffer
(100 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA). To precipitate proteins, 20 pl 5%
trichloroacetic acid were added, and the samples were incubated on ice at 4°C
for 15 min. Acid was neutralized with 5 ul 2 M Tris base. The samples were
then centrifuged at 12,000 x g for 5 min and 1.5 mM of DTNB was added to
the supernatant. The absorbance was measured at 412 nm with Varioskan
Flash Multimode Reader (Thermo Fisher Scientific). The GSH level was
calculated according to the calibration curve prepared with pure GSH and
normalized to the cell number in each sample.

Western blot analysis. The cells were washed with PBS and lysed on ice
in EB++ lysis buffer (extraction buffer: 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 mM Tris
base, 50 mM NacCl, 50 mM NaF, 1% Triton X-100, 5 mM EDTA, 2 mM
NazVOs and 1 mM PMSF; pH 7,2-7,4). The cell lysates were centrifuged
20,000 x g for 15 min at 4°C. Protein samples (~50 pg) were subjected to 12%
SDS-PAGE, transferred to polyvinylidene difluoride membranes (Bio-Rad
Laboratories) by wet transfer and blocked in blocking buffer containing 1%
milk powder (45 min, room temperature). The membranes were then
incubated with primary mouse anti-vimentin (1:2,000; BD Pharmingen™)
and mouse anti-YAP1 (1:500; Santa Cruz Biotechnology) antibodies for 2 h
at room temperature. In addition, the blots were probed with mouse anti-
GAPDH antibody (1:1,000; Thermo Fisher Scientific) for the detection of
GAPDH as a loading control. After washing four times for 5 min with 0.1%
Tween-20 in PBS (PBS-T), membrane-bound primary antibodies were probed
with IRDye® 800CW Infrared dye conjugated secondary goat anti-mouse
antibody (1:10,000; LI-COR Biosciences) for 30 min at room temperature.
After washing again for four times with PBS-T and once with PBS, the
membranes were scanned on an Odyssey® Infrared Imaging System (LI-COR
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Biosciences). Densitometric analysis was performed using Image] 1.52v
software (National Institutes of Health, USA).

Fluorescence/confocal microscopy. For  immunofluorescence
experiments, the cells were seeded on glass coverslips in 24-well plates
(MilliporeSigma). After 24 h, the cells were treated with the corresponding
compounds, washed twice with PBS and fixed with 4% paraformaldehyde for
15 min. The cells were then washed three times with 1% BSA
(MilliporeSigma) in PBS and permeabilized with 0.2% of Triton X-100
(MilliporeSigma) in PBS for 15 min. After washing, the non-specific binding
sites were blocked by incubating with 1% BSA in PBS for 30 min. The
coverslips were then stained with the following primary antibodies for 1 h at
37°C: Rabbit anti-ERK1/2 (1:100; produced in Proteomics Centre by rabbit
immunization with a recombinant protein), rabbit anti-phospho-JNK (1:400;
Promega Corporation), rat anti-E-cadherin (1:400; Thermo Fisher Scientific),
mouse anti-CEACAMS6 (1:400, Santa Cruz Biotechnology), mouse anti CA-
19-9 (1:50; Invitrogen), mouse anti-CD44 (1:100; Cell Signaling Technology),
mouse anti-Ki-67 (1:100; Agilent), mouse anti-cytokeratin5/6/18 (1:25; Santa
Cruz Biotechnology), mouse anti-vimentin (1:200, BD Pharmingen). The
staining was followed by washing with 1% BSA in PBS five times and 30 min
of incubation at 37°C with Alexa Fluor™ 488- or 594-conjugated anti-rabbit
or anti-mouse (H+L) or Alexa Fluor™ 594-conjugated anti-rat (H+L)
secondary antibodies (1:250; Thermo Fisher Scientific). Cell nuclei were
stained with 300 nM DAPI dye (Thermo Fisher Scientific) for 10 min at room
temperature. After washing, the coverslips were mounted in Prolong Gold
antifade (Molecular Probes; Invitrogen) and observed using a confocal laser
scanning microscope (Eclipse TE2000-S; Nikon Corporation). Fluorescence
intensity in the cell nuclei was quantified using Image] 1.52v software
(National Institutes of Health, USA).

“Wound healing” assay. The cells were seeded in 24-well plates
(MilliporeSigma) and cultured until they reached confluency. In one group, a
scratch was made using a sterile 20 pl pipette tip, and the cells were washed
with PBS and supplemented with fresh medium without FBS. In the other
group, cells were FBS-starved for an additional 4 days, and a scratch was then
made. In both cases, images of the same three fields were captured using an
Eclipse TE2000-S microscope (Nikon Corporation; magnification x10) at 0
and 48 h after scratching. The width of the healed wound was calculated using
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the ImageJ 1.52v plugin MRI Wound Healing Tool (National Institutes of
Health, USA).

Capan-26 cell line establishment. Primary tumor tissue was obtained
from a 65-years old female Lithuanian patient with pancreatic ductal
adenocarcinoma, stage T2NOMO, differentiation grade 3. The patient did not
have any remarkable past medical history. After pancreatic resection, the
patient received adjuvant chemotherapy with FOLFIRINOX. The patient has
read and signed the form of informed consent for taking part in this research,
approved by Vilnius Regional Biomedical Research Ethics Committee
(Protocol No. PancCa001-3). For the establishment of the cell line, tumor
tissue was washed three times with PBS and homogenized. Tissue fragments
were transferred to a plastic culture dish containing Iscove’s Modified
Dulbecco’s Media (Gibco, Thermo Fisher Scientific), 15% fetal bovine serum
(FBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific) and 1% penicillin/streptomycin
(Gibco, Thermo Fisher Scientific). After two days, islands of epithelial cells
were observed. Cells were grown at 37°C in a humidified atmosphere with 5%
CO; and routinely passaged with 0.25% trypsin/EDTA (Gibco). Frozen stocks
of early passages were stored in liquid nitrogen in culture medium with 8%
dimethyl sulfoxide and 25% FBS. After thawing, the stored cells successfully
attached and proliferated in culture. Currently, cells have undergone more than
80 passages. The established cell line was named Capan-26 (abbreviated
Cancer Pancreatic, “26” indicating the number of the specimen).

Cell doubling time. Cells were seeded into a 48-well plate. Viable cells
were counted with Guava easyCyte 8HT Flow Cytometer (Merck-Millipore)
at 24-h intervals for 5 days. Cell doubling time was calculated using the
formula v=IgNIgN0/1g2-120, where doubling time=1/v, N — cell number at
day 5, NO — cell number at day 1.

Colony forming assay. Five thousand cells per well were seeded into a 6-
well plate in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (Gibco) supplemented
with 0.3% agarose (Thermo Fisher Scientific) and 1% insulin-transferrin-
selenium (ITS, Life Technologies) on top of the 0.5% agarose layer. After two
weeks, formed colonies were stained with MTT dye and counted.

RT-gPCR. Total RNA was extracted from cells grown in a monolayer
(2D) or in aggregates (3D) using GeneJET RNA Purification Kit (Thermo
Fisher Scientific). cDNA was synthesized using RevertAid First Strand cDNA
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Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific). RT-qgPCR was performed on the
MasterCycler RealPlex4 RT-PCR system (Eppendorf). For one 10 ul PCR
reaction, cDNA, synthesized from 50 ng of RNA, 2 uM of primer mixture and
Luminaris HiGreen gPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) was used.
The reaction conditions were as follows: pre-denaturation at 95°C for 3 min
followed by amplification of 40 cycles. Primer sequences were as follows:
OCT2 5’-AATCTCTACCCGCCTCCCTT-3¢ and 5’CACAGAGCTGCTCG

TGAACCAGT-3’, OCT4 5’CCTCCTGAGTAGCTGGGATT-3’ and
5’GCTGAATACCTTCCCAAATAGAA-3’, ZEB1 5’-CGCAATAACGCTG
TTTAAGG-3’ and 5’GTGCAGGAGGGACCTCTTTA-3’, NANOG 5’-
CAGCTACAAACAGGTGAAGACC-3’ and 5’-CATCCCTGGTGGTAGA

AGA-3’, TBP 5-CCACTCACAGACTCTCA CAAC-3 and 5’-
CTGCGGTACAATCCCAGAACT-3". Results were normalized to TBP gene
expression. AACt method was used to evaluate the changes in gene
expression.

Mutational analysis. Full length KRAS and TP53 exon 5-9 cDNA was
ligated into pJET1.2 vector (CloneJET PCR Cloning kit, Thermo Fisher
Scientific) and sequenced using Macrogen sequencing service (Seoul,
Republic of Korea).

Chromosomal analysis. Capan-26 cells were subjected to karyotyping
analysis as described previously (Kundrotas et al..).

Other methods used for the Capan-26 characterization (fluorescence
microscopy and cell viability tests) were already described.

Statistical analysis. The data are presented as the mean + standard
deviation from at least three independent assays, each one at least in duplicate.
The unpaired Student’s t-test was used to compare two groups. Multiple
comparisons were performed using Tukey post-hoc test, following one-way
ANOVA. P<0.05 was considered to indicate a statistically significant
difference.
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RESULTS

Starved pancreatic cancer cells react differently to ferroptosis induction.
In eukaryotic cells, the main sensor of environmental conditions is mammalian
target of rapamycin (mTOR) protein (Guertin and Sabatini, 2007). As mTOR
signaling mediates both adaptation to nutrient/growth factor deprivation and
oxidative stress, firstly the interplay between pharmacological mTOR
inhibition and sensitivity to erastin-induced ferroptosis was analyzed. Cell
viability after erastin treatment was compared in a panel of pancreatic cancer
cell lines, cultured at standard medium (supplemented with 10% FBS) and
starved without FBS (Saxton and Sabatini, 2017), without amino acids L-
glutamine, L-lysine and L-arginine (Rabanal-Ruiz et al., 2017) and exposed
to mTOR inhibitors rapamycin and INK128 (Zhou and Huang, 2012).
Starvation elicited contrasting responses of different cell lines: in
mesenchymal-like Miapaca2 cells two-day FBS, amino acid starvation and
rapamycin treatment prevented cell death, while in more epithelial-like Panc-
1 and Su.86.86 cells ferroptosis was strongly elevated (Fig. 1, A-B).
(Pseudo)starvation induced by rapamycin had the strongest effect. A dual
MTORC1/mTORC?2 inhibitor INK128, on the other hand, did not affect
sensitivity to ferroptosis, except for Panc-1 cells and at a high erastin
concentration. Lipid peroxidation detection by C11 BODIPY staining was
also performed and supported cell viability results (Fig. 1 C). In T3M4 cells,
FBS withdrawal increased the proportion of oxidized membrane lipids as well
as cell death after erastin treatment. However, ferrostatin did not prevent
erastin-induced T3M4 cell death. Such results hint on a partial cell death type
change after erastin treatment and an overall stronger ROS-adaptive
mechanisms in T3M4 cells. Together, these data suggest different regulation
of erastin-induced ferroptosis in starved pancreatic cancer cells.

Starvation regulates ferroptotic cell death via ERK1/2. Inability of a selective
mTORC1/mTORC?2 inhibitor INK128 to induce changes in pancreatic cancer
cell viability in contrast to mTORCL inhibitor rapamycin strongly suggests
the involvement of mTORC2-mediated feedback loops (Formisano et al.,
2020). One of the possible mTORC2 targets is ERK1/2 kinase. Although
Soares et al. (Soares et al., 2013) showed that a prolonged incubation with
rapamycin does not activate ERK1/2 in pancreatic cancer cells, in cells starved
for a short time or/and treated with erastin ERK1/2 was translocated to the
nucleus (Fig. 2 A-B). Rapamycin and erastin synergistically promoted
ERKZ1/2 translocation to the nucleus in Miapaca2, Panc-1, and Su.86.86 cells.

130



Miapaca2 Su.86.86 T3M4
100 100 S . 100 e
P 150y wes o S b
R gg T # g N T Fﬁ ® g T N 1
Z ] 2z & Z w0
Z 60 Z 60 3 60 3 :
$ 40 2 a0 S 40 < 40 [
8 20 8 20 . 820 | & 20
0 0 - 0 1 0
0 06 08 1 0 025 05 1 0 15 2 25 0 5 10 20
Erastin concentration, pM Erastin concentration, pM Erastin concentration, pM Erastin concentration, uM
——Control —s—INK128 —a=Control =e=|NK128 —e—Control —e—|NK128 —e—Control —e—INK128
Rap Ferr-1 Rap Ferr-1 Rap Ferr-1 Rap Ferr-1
B .
Miapaca2 Panc-1 Su.86.86 T3M4
100 : 100 L 00 100
£ 80 * = ¥ 80 . R == Z 80 &
Z £ £ 40 : 3 :
£ 60 Z 60 = 2 60
] E: 2 a0 =
T 40 R = . 3 % !
= T g 20 4 O 20
8 20 20 0 0
o] 0 0 15 2 25 0 5 10 20
4] 06 08 1 0 025 05 1 Erastin concentration, pM Erastin concentration, pM
Erastin concentration, pM Erastin concentration, pM =e=Control —=—Control
-FBS -FBS
—e—Control _FBS =—a— -AA —+—Control -FBS —— -AA -FBS+Ferr-1 -FBS+Ferr-1
—— -AA —— -AA
c Miapaca2 Panc-1
90 90
. 80 o 80
= =
. 5 60
g 50
& : 40
5 30
I S 20
10
0 « 0w - B e - A A e - . P B . . o
3 Q c ;
‘éefz- &, e«\ & &a\« Q@\ ’9@« Q@‘ d o Qu“‘ @oqﬂg Q{,\ g @o & o eﬁ ~ o\
§ & 2 <@ <&«
< @@"’Q @?Q <<,@ < <</‘ ‘«}% (-:tQ ‘{ﬁ" ‘o“b <<>° ((}e
g
< e
Su.86.86 TSM4
2 2 w0 e
£ 120 s
5 3 ® e
£ 100 g
3 80 ,9 5 . T
= B o ——
3 60 § . -
13 §
% x I I i‘) : I I - i I H H
@ 20 [ A
§0IIIIII|| TR A A albrlan |
O ‘ffz o Qm‘“ & ({é\ o Z¢°:< r. © Qz\‘ QQ“ o (é&@é\ & »‘\Q@«Q? '\Qz“'\ o "}ZE “:d“l o 01 ?6.\@‘
& A < & ¢ A & &
<« <«

mStandard conditions @ -FBS 0O -AA

Fig. 1. Starved pancreatic cancer cells react differently to ferroptosis induction. A. Cell viability assessment
of Miapaca2, Panc-1, Su.86.86 and T3M4 cells, pseudostarved by treating with mTOR inhibitors rapamycin
(0.25 nM) and INK128 (0.125 nM). B. Cell viability assessment of cells, cultured without FBS and without
amino acids L-glutamine, L-lysine and L-arginine. Control — cells, cultured under standard conditions
(DMEM+10% FBS). C. Measurement of lipid peroxidation of (pseudo)starved pancreatic cancer cells.
Control — nontreated cells. In all cases, ferroptosis was induced by erastin and inhibited by ferrostatin-1 (1
puM). For the measurement of lipid oxidation, Miapaca2 and Panc-1 cells were treated with 1 puM erastin,
Su.86.86 cells — with 2.5 pM erastin, T3M4 cells — with 20 uM erastin. In A, inhibitor treatment was
performed 1 h before erastin treatment. In B, cells were incubated without growth factors and without amino
acids for 1 h before treating them with erastin. Cell viability was evaluated 48 h after the treatment. The
proportion of oxidized lipids in cell membranes was evaluated 18 h after the treatment (for Miapaca2 cells)
and 48 h after the treatment (for Panc-1, Su.86.86 and T3M4 cells). —AA, cells, cultured without L-
glutamine, L-lysine and L-arginine; C, control; Era, erastin; -FBS, cells, cultured without fetal bovine
serum; Ferr-1, ferrostatin-1; I, intensity; Rap, rapamycin. Data is presented as the mean £SD, n=3. * P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001, vs. control.
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ERK1/2 was also translocated to the nucleus of FBS and amino acid-
deprived control (erastin non-treated) Panc-1 cells, however, as erastin itself
enhanced ERK1/2 translocation, no significant difference in fluorescence
intensity in the nucleus of erastin treated control and starved cells was
detected. In control Miapaca?2 cells, FBS, amino acid starvation and rapamycin
also mediated ERK1/2 translocation, however, erastin did not enhance the
effect. To further elucidate the role of ERK1/2 in ferroptosis, this kinase was
inhibited with its inhibitor SCH772984 and changes in sensitivity to erastin
were examined in starved pancreatic cancer cells (Fig. 3 A-B). The results
show that ERK1/2 inhibition increased the viability of rapamycin treated and
FBS deprived Panc-1 and Su.86.86 cells, also, of rapamycin treated T3M4
cells. Except for T3MA4 cell line, the effects were visible only at a lower erastin
concentration. In Miapaca2 cells, SCH772984 treatment did not reverse
starvation induced erastin resistance either. Collectively, these data indicate
that ERK1/2 primes starved Panc-1, Su.86.86 and T3M4 cells for erastin-
induced ferroptosis.

Starvation regulates ferroptotic cell death via JNK. Another anti-
oxidative stress response regulator is c-Jun transcription factor, which is
activated by JNK kinase (Cicenas et al., 2017, Eferl and Wagner, 2003).
However, phospho-JNK immunofluorescence (Fig. 4 A) revealed that erastin
treatment activates JNK only in Miapaca2 cells. On the other hand, starvation
alone induced JNK phosphorylation in all four cell lines tested. In Miapaca2
and Su.86.86 cells, JNK activation was prominent after FBS, amino acid
withdrawal and rapamycin treatment, in Panc-1 cells — after FBS withdrawal
and rapamycin treatment, in T3M4 cells — after amino acid starvation. The
effect of JNK inhibition on starved cell resistance to erastin was also tested.
Interestingly, treatment with JNK inhibitor SP600125 (Fig. 4 B-C) prevented
ferroptotic cell death in cells exposed to rapamycin. Only in Panc-1 cells INK
inhibition decreased cell viability at standard conditions, although its
activation was not observed in immunofluorescence experiments, which
suggests a delayed JNK activation in these cells. Here, the data suggest a new
JNK role in oxidative stress management: in starved pancreatic cancer cells,
JNK activation elevates erastin-induced ferroptosis.
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Fig. 2. ERK1/2 is translocated to the nucleus in starved pancreatic cancer cells. A. Representative
microscopy images of (pseudo)starved (rapamycin treated) Panc-1 cells, treated or nontreated with erastin.
Cell nuclei are outlined by a thin yellow line. Scale bar, 20 um, x20 magnification. B. Quantification of
(A). Cells were (pseudostarved) and/or treated with erastin for 1-5 h. Cells were treated with 0.25 nM
rapamycin, Miapaca2 and Panc-1 were treated with 2 uM erastin, Su.86.86 cells — with 5 uM erastin, T3M4
cells — with 40 uM erastin. Cell nuclei were stained with DAPI (4¢,6-diamidino-2-phenylindole).
Fluorescence intensity in cell nuclei was quantified with ImageJ 1.52v software (National Institutes of
Health, USA). —AA, cells, cultured without L-glutamine, L-lysine and L-arginine; -FBS, cells, cultured
without fetal bovine serum; C, control; Era, erastin; I, intensity; Rap, rapamycin. Data is presented as the
mean +SD, n=3. * P<0.05, **P<0.01, vs. control, untreated cells, cultivated under standard conditions
(DMEM+10% FBS).
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Fig. 3. Starvation regulates ferroptotic cell death via ERK1/2. A-B. Cell viability assessment of Miapaca2
Panc-1, Su.86.86 and T3M4 cells, pseudostarved by treating with rapamycin (0.25 nM), cultured without
FBS, without amino acids L-glutamine, L-lysine and L-arginine and treated with ERK1/2 inhibitor SCH (1
uM). Control — cells, cultivated under standard conditions (DMEM+10% FBS). Ferroptosis was induced
by erastin and inhibited by ferrostatin-1 (1 uM). In A, rapamycin and ERK1/2 inhibitor treatment was
performed 1 h before erastin treatment. In B, cells were incubated without growth factors, without amino
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acids for 1 h and treated with ERK1/2 inhibitor 1 h before treating them with erastin. Cell viability was
evaluated 48 h after the treatment.

—AA, cells, cultured without L-glutamine, L-lysine and L-arginine; Era, erastin; -FBS, cells, cultivated
without fetal bovine serum; Ferr-1, ferrostatin-1; I, intensity; Rap, rapamycin; SCH, SCH772984. Data is
presented as the mean +SD, n=3. **P<0.01, ***P<0.001, vs. cells, nontreated with SCH772984.
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Fig. 4. Starvation regulates ferroptotic cell death via JNK. A. Confocal microscopy images of phospho-
JNK staining in (pseudo)starved Miapaca2, Panc-1, Su.86.86 and T3M4 cells, treated or nontreated with
erastin. Cells were (pseudo)starved for 1-5 h. Scale bar, 20 um. Control — cells, cultured under standard
conditions (DMEM+10% FBS). B-C. Cell viability assessment of Miapaca2, Panc-1, Su.86.86 and T3M4
cells, pseudostarved by treating with rapamycin (0.25 nM), cultured without FBS, without amino acids L-
glutamine, L-lysine and L-arginine and treated with JNK inhibitor SP600125 (5 uM). Ferroptosis was
induced by erastin and inhibited by ferrostatin-1 (1 uM). In A, Miapaca2 and Panc-1 cells were treated with
2 uM erastin, Su.86.86 cells — with 5 uM erastin, T3M4 cells — with 40 uM erastin. In B, cells were treated
with rapamycin and SP600125 1 h before the erastin treatment. In C, cells were incubated without growth
factors, without amino acids for 1 h and treated with JNK inhibitor 1 h before treating them with erastin.
Cell viability was evaluated 48 h after the treatment. —AA, cells, cultured without L-glutamine, L-lysine
and L-arginine; -FBS, cells, cultured without fetal bovine serum; C, control; Era, erastin; Ferr-1, ferrostatin-
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1; Rap, rapamycin; SP6, SP600125. Data is presented as the mean +SD, n=3. **P<0.01, ***P<0.001, vs.
cells, nontreated with SP600125.

A newly established pancreatic cancer cell line Capan-26 has cancer,
stem cell properties and genetic abnormalities, characteristic to cancer cells.
For many years, cell lines have proved to be a useful in vitro model for cancer
research and American Type Culture Collection (ATCC) provides a panel of
them for different cancer types, including pancreatic. However, the strength
of cell lines lies in their diversity: each cell line represents a unique cancer
case. Thus, we are constantly in need of new cell lines that can recapitulate
primary tumors. In this study, a new pancreatic ductal adenocarcinoma cell
line Capan-26 was established and characterized in vitro. Primary tumor tissue
was obtained from a 65-years old female Lithuanian patient with pancreatic
ductal adenocarcinoma, stage T2NOMO, differentiation grade 3. In adhesive
plates, Capan-26 cells grew in monolayer and formed epithelial-like islands.
However, when plated on a non-adhesive surface they clustered in aggregates
of irregular shape (Fig. 5 A-B). Cell doubling time of Capan-26 cells was 74+1
h (Fig. 5 C). The cells that grew in monolayer or in 3D expressed CEACAM6
and CA19-9 (Fig. 5 D-E). Also, Capan-26 cells stained positively for E-
cadherin and cytokeratin 5/6/18 (Fig. 5 F).
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Fig. 5. Growth characteristics and cancer marker expression in Capan-26 cells. A-B. Morphology of Capan-
26 cells growing in a monolayer and in aggregates/spheres on a nonadhesive surface, respectively. Scale
bar — 50 um. C. Growth curve of Capan-26 cells. Data is presented as the mean +SD, n=3. D. Expression
of CEACAMG6 and CA19-9 in cells that grow in 2D. Cell nuclei were stained with DAPI (4°,6-diamidino-
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2-phenylindole). Scale bar — 40 um. E. Expression of CEACAMS6 and CA19-9 in cells that grow in 3D.
Scale bar — 30 um. F. E-cadherin and cytokeratin 5/6/18 expression in Capan-26 cells. Scale bar — 40 and
30 pm, respectively. 2D, cell monolayer; 3D, spheroid.

At an early passage (20th) Capan-26 cells formed three types of colonies
in soft agar: aggregate, organ-like cystic structure and compact sphere, the
latter consisting the majority. At later passages (40th) sphere morphology
tended to become uniform (compact), while colony forming efficiency
increased approximately 3 times (Fig. 6 A-B). Microscopy confirmed positive
expression of the stem cell marker CD44 in Capan-26 cells (Fig. 6 C). Also,
in comparison to monolayer, cells growing in 3D showed increased expression
of OCT4 and ZEBL, but the levels of OCT2 and NANOG transcripts remained
basal (Fig. 6 D).
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Fig. 6. Capan-26 cells exhibit stem cell characteristics. A. Different types of colonies formed by Capan-26
cells in soft agar. Scale bar — 50 um. B. Colony forming efficiency of early (20™") and late (40™") passage. C.
CD44 immunofluorescence in Capan-26 cells. Scale bar — 30 pm. D. Stem cell marker expression in 3D vs.
2D (monolayer) Capan-26 cultures, assessed by gPCR. Data is presented as the mean +SD, n=3. **P<0,01,
vs. cells at 20th passage.

About one sixth (3 out of 18 clones investigated) of the Capan-26 cell
population was found to bear a deletion of KRAS exon 3 (Fig. 7 A). No point
mutations in the KRAS gene were detected by sequencing. Also, the cells were
found to have the V172F (G—T) point mutation in exon 5 of TP53 (Fig. 7 B).
The expression of pancreatic cancer related oncogene SMAD4 was not

136



detected in Capan-26 cells. Capan-26 cells comprise a mixed population of
aneuploids (approx. 44 chromosomes, 50% of cells) and pseudotetraploids
(approx. 77 chromosomes, 50% of cells), with one translocation and 1-2
marker chromosomes (Fig. 7 C).
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Fig. 7. Capan-26 cells have genetic abnormalities, characteristic to cancer cells. A. A schematic
representation of KRAS deletion in Capan-26 cells. A translated truncated peptide is also depicted. B. TP53
point mutation in Capan-26 cells, Miapaca2 cells were used as a negative control. C. Karyotyping of Capan-
26 cells. Metaphase plates of aneuploid (left) and polyploid (right) cells are shown. Arrows depict
translocation (dashed) and marker chromosomes (solid). Scale bar — 2 um.

MTT cell viability test showed that Capan-26 cells were rather resistant
to 5-fluorouracil, but sensitive to other anticancer drugs oxaliplatin, cisplatin
and especially to gemcitabine (Fig. 8 A). On the other hand, oxaliplatin and
cisplatin treatment increased the proportion of caspase 3/7 positive cells (Fig.
8 B).
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Fig. 8. Capan-26 cells are sensitive to common anticancer compounds. A. Capan-26 viability after drug
treatment, determined by MTT test. B. Cell death type assessment after drug treatment, determined by flow
cytometry. Viable cells are not permeable to Pl and do not express active caspase 3/7, early apoptotic cells
express active caspase 3/7, but are not permeable to Pl, in late apoptosis cells are permeable to Pl and
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express active caspase 3/7, necrotic cells are stained only with PI. Cell viability and death were evaluated
48 h after the treatment. 5-FU, 5-fluorouracil; CisPt, cisplatin; Gm, gemcitabine, OxaPt, oxaliplatin. Data
is presented as the mean +SD, n=3. *P<0,01, **P<0,01, vs. untreated cells.

Pancreatic cancer cells transition between different mesenchymal states
during FBS starvation. The aforementioned results indicate that starvation
elicits opposing effects in Miapaca2 and in other tested cell lines Panc-1,
Su.86.86 and T3M4: when starved, Miapaca2 acquire resistance to erastin
instead of sensitivity. Interestingly, starvation provoked changes in Miapaca2
growth pattern and morphology: after growing without FBS for 2 days,
originally mesenchymal-like Miapaca2 cells formed islands, characteristic to
epithelial cells, but after a 5-day starvation period they became spindle-shaped
(Fig. 9 A). These morphology changes might indicate transitioning between
epithelial and mesenchymal cell states. Indeed, wound healing assay showed
that during the first 2 days of starvation cells are about as twice less motile as
during 4th-to-6-th day starvation period (Fig. 9 B-C). Western blot analysis
revealed expression dynamics of mesenchymal markers vimentin and YAP1
(Yuan et al., 2016) and confirmed that at day 2 of FBS withdrawal expression
of vimentin and YAPL is the lowest, while at day 5 — the highest (Fig. 9 D-G).
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Fig. 9. Pancreatic cancer cells transition between different mesenchymal states during FBS starvation. A.
Representative brightfield microscopy images of Miapaca2 cells, starved for 2 and 5 days without FBS.
Scale bar, 50 um. B. Wound healing assay of non-starved and 4 days starved Miapaca2 cells. Scale bar,
200 pm. C. Quantification of (B). D. Western blot analysis of vimentin in Miapaca2 cells, starved for 1-7
days. E. Quantification of (D). F. YAP1 expression in Miapaca2 cells, nonstarved and starved for 1-7 days.
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G. Quantification of (F). Control, cells growing at standard conditions (DMEM+10% FBS). Data is
presented as the mean +SD, n=3. * P<0.05, vs. nonstarved cells.

In addition, a unique cell line Capan-26, which was established and
characterized as epithelial pancreatic cancer cell line, showed similarities to
Miapaca2: after 3 days of FBS starvation, cells at the edge of islands gained
mesenchymal shape (Fig. 10 A) and lost membrane E-cadherin (Fig. 10 B).
However, vimentin expression did not increase during starvation, maybe
because only a small population of cells was affected (Fig. 10 C).
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Fig. 10. A. Representative brightfield microscopy images of Capan-26 cells, starved for 3 days without
FBS. Scale bar, 50 pum. B. E-cadherin immunofluorescence of starved and non-starved Capan-26 cells. Cell
nuclei were stained with DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole). Scale bar, 50 um. C. Western blot analysis
of vimentin expression in Capan-26 cells, starved for 1-5 days. C12 primary stromal cell culture was used
as a positive control. Control, cells growing at standard conditions (IMDM+10% FBS).

In relation to sensitivity to ferroptosis, Miapaca2 cells at day 2 of FBS
starvation (most epithelial-like) are about twice less sensitive to erastin than
at day 5 (most mesenchymal-like) (Fig. 11 A). Capan-26 cells were overall
very resistant to erastin, but erastin treatment after 3-day starvation period
induced a mild lipid oxidation (Fig. 11 B). However, ferrostatin-1 failed to
reduce membrane oxidation. C11 BODIPY microscopy clearly indicated
oxidized lipids in the membranes of mesenchymal-shaped cells at the edges
of starved cell islands, compared to a non-starved control (Fig. 11 C).
Together, these data indicate that in Miapaca2 and Capan-26 cells starvation
promotes transitioning between mesenchymal and epithelial states, with
mesenchymal state being more sensitive to ferroptosis induction than
epithelial.
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Fig. 11. A. Transitioning between different mesenchymal states during FBS starvation alters sensitivity to
ferroptosis induction. A. Miapaca2 and Capan-26 cell viability after reprogramming cells by FBS starvation
and erastin treatment. B. Measurement of lipid peroxidation of erastin treated Capan-26 cells, nonstarved
or starved without FBS and without amino acids. D. Confocal microscopy images of FBS starved and
nonstarved Capan-26 cells, stained with C11 BODIPY. Scale bar, 40 um. In all cases, ferroptosis was
induced by erastin and inhibited by ferrostatin-1 (1 uM). For the measurement of lipid oxidation, Capan-26
cells were treated with 20 uM erastin, In A and B, cells were treated with ferrostatin-1 and rapamycin (0.25
nM) 1 h before the erastin treatment Cell viability and the proportion of oxidized lipids in cell membranes
was evaluated 48 h after the treatment. -AA, cells, cultured without L-glutamine, L-lysine and L-arginine;
C, control, untreated cells; Era, erastin; -FBS, cells, cultured without fetal bovine serum; Ferr-1, ferrostatin-
1; I, intensity; Rap, rapamycin. Data is presented as the mean +SD, n=3. * P<0.05, **P<0.01, vs. 2 days of
starvation (Miapaca2 cells) or 3 days of starvation (Capan-26 cells) (A), vs. control of each group (C).

EMT modulation can be used to increase pancreatic cancer cell
sensitivity to ferroptosis. The latter results encouraged to explore the
possibilities of ferroptosis modulation in epithelial-to-mesenchymal transition
(EMT)-prone mesenchymal-like pancreatic cancer cells. A combinatorial cell
viability analysis of erastin and EMT-targeted compounds was performed in
FBS starved and nonstarved cells.

140



A Miapaca2
Standard conditions

c(Era), |.|M Control EGF+Afa EGF+Ferr-1 FGF BG FGF+BG FGF+Ferr-1
-FBS
¢(Era), |.|M: Control EGF+Afa EGF+Ferr-1 FGF BG FGF+BG FGF+Ferr-1

B Miapaca2
Standard conditions
c(Era), pM: Control PF+Sar Sar+Ferr-1 PF+Ferr-1 PF+Sar+Ferr-1

0.8
0.9
1
0

c(Era), pM: Control Sar+Ferr-1 PF+Ferr-1 PF+Sar+Ferr-1

0.8
09
1
0
C Miapaca2
Standard conditions -FBS
c(Era), yM: Control TPCA XAV XMU TDG | Control

0.8

Standard conditions -FBS
c(Era), iM: Control TPCA XAV XMU TDG |Control TPCA XAV XMU TDG
.4

Su.86.86
Standard conditions -FBS

¢(Era), JM: Control TPCA XAV XMU TPCA
1
1.6
2

0

TDG Control

%

T3M4
Standard conditions
TPCA XAV XMU

TDG | Control TDG

¢(Era), uM: Control
5

Cell viability, %

w6

Fig. 12. EMT modulation can be used to increase pancreatic cancer cell sensitivity to ferroptosis. A.
Miapaca2 cell viability after erastin and EMT-inducing growth factors EGF and FGF (100 ng/ml) combined
treatment under standard (DMEM+10% FBS) and starvation conditions. Afatinib and BGJ398 inhibit
EGFR and FGFR, respectively. B. Miapaca2 cell viability after simultaneous exposure to erastin and EMT
inhibitors saracatinib and PF573228 under standard (DMEM+10% FBS) and starvation conditions. C.
Combinatorial cell viability analysis of other EMT targeting compounds and erastin in different pancreatic
cancer cell lines. In all cases, ferroptosis was induced by erastin and inhibited by ferrostatin-1 (1 uM). Cells
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were treated with inhibitors and/or exposed to starvation conditions 1 h before the erastin treatment. Cell
viability was evaluated 48 h after the treatment. Afa, afatinib; BG, BGJ398; EGF, epidermal growth factor;
Era, erastin; -FBS, cells, cultured without fetal bovine serum; FGF, fibroblast growth factor; Ferr-1,
ferrostatin-1; PF, PF573228; Sar, saracatinib; TDG, tideglusib; TPCA, TPCA-1; XAV, XAV939; XMU,
XMU-MP-1. Data is presented as the mean +SD, n=3. * P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, vs. cells, treated
with a corresponding erastin concentration.

First of all, as expected, EMT-inducing growth factors EGF and bFGF
(Gonzalez and Medici, 2014) sensitized Miapaca?2 cells to erastin at standard
conditions, and had no significant effect on cells, starved without FBS for 2
days (most epithelial-like state) (Fig. 12 A). The sensitivity inducing effect
was completely abolished by treating cells with EGFR and FGFR inhibitors
afatinib and BGJ398, respectively. Secondly, two anti-EMT agents, Src
inhibitor saracatinib and functionally similar FAK inhibitor PF573228 (Bolos
et al., 2010), were tested for their impact on ferroptosis. Saracatinib
completely rescued Miapaca2 cells from erastin-induced cell death, alone or
in combination with PF573228, although PF573228 did not affect cell
viability (Fig. 12 B). Finally, other compounds were tested, which are not
conventional EMT-targeted drugs, but modulate EMT-related signaling
pathways: NF«kB (IKK inhibitor TPCA) (Huber et al., 2004), Wnt (tankyrase
inhibitor XAV939 and GSK-3 inhibitor tideglusib) (Gasior et al., 2017),
Hippo (MST 1/2 inhibitor XMU-MP-1) (Diepenbruck et al., 2014) in
Miapaca2, Panc-1, Su.86.86 and T3M4 cells (Fig. 12 C). Wnt and Hippo
signaling inhibition increased cell sensitivity to erastin, in most cases at
standard conditions (especially in Miapaca2 cells) or at a high erastin
concentration. Combination of erastin and tideglusib had the strongest
cytotoxic effect in all cell lines tested, even in T3M4 cells, which are overall
resistant to erastin. These data indicate that pancreatic cancer cell sensitivity
to ferroptosis can be modulated and increased by EMT-targeted compounds.
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DISCUSSION

Oxidative stress lies in the nature of pancreatic cancer, as known triggers
of pancreatic carcinogenesis such as alcohol consumption and inflammation
generate ROS and promote malignant lesions in the pancreas (Liou et al.,
2016, Palmieri et al., 2007). Generally, there are two main strategies to kill
cells, which thrive on accumulating ROS: to deplete ROS or elevate oxidative
stress above the bearable threshold, i. e., anti-oxidant or pro-oxidant cancer
therapies (Wang and Yi, 2008). Although both have been tested for pancreatic
cancer (Martinez-Useros et al., 2017), this study mainly focused on the latter.
In this work, new ways to improve pancreatic cancer treatment were
elucidated by modulating ferroptosis, a unique cell death type based on
membrane lipid oxidation due to iron overload. Ferroptotic cell death is
morphologically and biochemically distinctive from apoptosis, necroptosis or
autophagy and from the day of discovery it has gained a considerable attention
(Y. Xie et al., 2016). One of the most important recent findings is that
ferroptosis induction successfully combats pancreatic cancer resistance to
gemcitabine, a first-line pancreatic cancer drug (Zhu et al., 2017).

Sensitivity to ferroptosis depends on a metabolic rewiring, a common
trait of pancreatic cancer, which can be exemplified by glucose and glutamine
addiction. Cystine-glutamate antiporter xc- mediates cellular cystine import by
exchanging one molecule of cystine for glutamate. In the cell, cystine is
rapidly reduced to cysteine and used for glutathione biosynthesis. Cystine
reduction involves NADPH, which is generated from glucose (glucose-6
phosphate) in a pentose phosphate pathway. NADPH is also used to reduce
oxidized glutathione. Cells overexpressing SLC711A, a reporter component
of an xc™ system, tend to be more resistant to ferroptosis inducers due to an
elevated reduced glutathione level and GPX4 activity. However, to meet
energy demands and supply enough glutamate for the tricarboxylic acid cycle,
cells need to enhance glutamate import, commonly in a form of glutamine. In
this way, ferroptosis resistance is inevitably coupled to glutamine and glucose
dependency (Koppula et al., 2021). Pancreatic cancer falls into a broad
category of glutamine-dependent cancers, although cells use different
enzymes to metabolize glutamine due to K-RAS mediated reprogramming
(Son et al., 2013). Thus, depleting cells from nutrients, not exceptionally
glucose or glutamine, may have a therapeutic benefit in pancreatic cancer,
which is sensitive to ferroptosis induction. This assumption led to the
following study.
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The results reveal that treatments that induce or mimic starvation (growth
factor, amino acid withdrawal and exposure to mTORCL inhibitor rapamycin)
elicit contrasting effects in different pancreatic cancer cell lines: generally,
Miapaca2 cells acquire resistance to ferroptosis, while Panc-1, Su.86.86 and
T3M4 cells become more sensitive. Some previous findings shed the light on
oxidative stress resistance in cells, encountering starvation. For example, it
was previously reported that growth factor starvation induces quiescent
phenotype and NF-kB activation in prostate cancer cells and protects them
from ROS-induced cell death, but not specifically ferroptosis (White et al.,
2020). Also, recently, Lee et al. have showed that energy stress inhibits
ferroptosis in cancer cells by AMPK activation and acceleration of fatty acid
biosynthesis (Lee et al., 2020). However, in some cells encountering growth
factor deprivation AMPK activation requires a gradual ROS accumulation
(Wu et al., 2013). Contradictory to Panc-1 and Su.86.86 cells, the same time
course of FBS and amino acid starvation increased the amount of reduced
glutathione in Miapaca2 cells, indicating their milder antioxidant defense,
which at least in part explains sensitivity differences. Also, an anti-ferroptotic
effect of amino acid starvation in Miapaca2 cells was observed. Sato et al.
showed that lysine, arginine and other amino acid deprivation increases
cystine import and expression of the components of cystine-glutamate
antiporter xc™ (Sato et al., 2004), which could elevate cell protection against
ferroptosis. In Panc-1 and Su.86.86 cells, even more pronounced effects to
erastin sensitivity were observed after (pseudo)starvation, induced by treating
cells with rapamycin, but not a dual mMTORC1/mTORC2 inhibitor INK128.
This suggested the involvement of mTORC2-mediated feedback loops, as
prolonged incubation with rapamycin inhibits S6K and thus indirectly
activates its downstream target Rictor and consequently mTORC2 (Formisano
et al., 2020). Gu et al. showed that active mTORC2 diminish cystine import
while knockout or pharmacological inhibition of this protein leads to the
opposite (Gu et al., 2017). This mechanism supports the observations in Panc-
1, Su.86.86 and T3M4 cells, in which rapamycin enhances erastin
cytotoxicity. In addition, an established downstream target of rapamycin-
induced mTORC?2 feedback signaling is ERK1/2 (Carracedo et al., 2008).
Results of this study confirmed ERK1/2 translocation to cell nucleus after
rapamycin and erastin combined treatment in Miapaca2, Panc-1, Su.86.86
cells; pharmacological ERK1/2 inhibition protected pancreatic cancer cells
from erastin-induced ferroptosis. Also, results showed that starvation-induced
resistance to erastin in pancreatic cancer cells is mediated by another kinase,
JNK, as JNK was also activated (phosphorylated) in (pseudo)starved
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pancreatic cancer cells. Interestingly, the data highlighted a dual role of INK
in oxidative stress response regulation: in Panc-1 cells at standard conditions
JNK inhibition enhanced ROS-induced cell death, but starvation combined
with JNK inhibition protected these cells from erastin cytotoxicity.
Antioxidant properties of JNK inhibitor SP600125 were also observed in
Miapaca2 cells even at nutrient-rich conditions. Although these results seem
paradoxical, some insights on a pro-oxidant JNK role have been proposed,
however, mainly in the context of regulation of mitochondria function in
normal cell apoptosis (Hanawa et al., 2008, Lee et al., 2009, Win et al., 2015).
In relation to ferroptotic cell death, it was showed that activation of JNK and
P38 elevates the expression of NOX4 and enhances ferroptosis in pancreatic
islet cells (Li and Leung, 2020). Also, recently Yang et al. revealed that INK
can downregulate GPX4 and promote ferroptosis in colorectal cancer cells (Y.
Yang et al., 2021). However, none of these mechanisms was directly linked to
cell metabolism and starvation.

It is important to note that this study used both established pancreatic
cancer cell lines Miapaca2, Panc-1, Su.86.86, T3M4, and a unique patient-
derived pancreatic cancer cell line Capan-26, which closely resembles the
tumor. Capan-26 is the first documented pancreatic cancer cell line, derived
from a tumor of a Lithuanian patient. Scientific literature indicates that success
rate of pancreatic cancer cell line establishment rarely exceeds 10% (Kim et
al., 2017, Ruckert et al., 2012), in this case it was 4%. The main difficulties
often include fibroblast outgrowth and low cell viability after tissue
dissociation (Miserocchi et al., 2017). After the establishment, Capan-26 cell
line was fully characterized in vitro by assessing doubling time, tumor and
stem cell marker expression, colony forming efficiency, mutations of KRAS
and TP53 genes, karyotype and sensitivity to drug treatment. To summarize
the main findings, Capan-26 expresses pancreatic cancer markers CEACAMS,
CA19-9, epithelial marker E-cadherin, as well as stem cell markers CD44,
OCT4 and ZEB1. An interesting observation might be drawn from the
functional characterization of Capan-26: only cells that grew in aggregates
expressed pancreatic cancer markers CEACAMG6 and CA19-9. Itis known that
CEACAMBG overexpression mediate anoikis resistance in pancreatic cancer
cells (Duxbury et al., 2004), also, induce EMT (Epithelial to Mesenchymal
Transition) (Chen et al., 2013), that explains its expression in cells growing in
3D. Also, such cells increase the expression of ZEB1 and OCT4, established
indicators of EMT and stemness (Krebs et al., 2017, Mohiuddin et al., 2020).
CD44 and OCT4 are also known as pancreatic cancer stem cell markers (Gzil
et al., 2019). Anoikis resistant cell population especially expands at late
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passages. Interestingly, at early passages, a minority of the spheres exhibit
vacuolar morphology, typical for mucin secreting cells. In addition, Capan-26
line has a dual polyploid/aneuploid nature. Polyploidy is hot uncommon for
pancreatic cancer: in established cell lines (Miapaca2, Capan-2, Panc-1),
modal chromosome number varies between 60-70. However, Capan-26 cells
are extremely unique considering their other genetic abnormalities: they have
an oncogene KRAS exon 3 deletion and TP53 exon 5 point mutation V172F,
none of which is documented for pancreatic cancer to date. In ovarian cancer
cells, V172F mutation promotes cisplatin resistance (X. Xie et al., 2016).
Indeed, Capan-26 were less sensitive to cisplatin (and oxaliplatin) than to
gemcitabine. Interestingly, FOLFIRINOX was administrated to the patient
after the surgery, although Capan-26 seem to be resistant to one of its
components, 5-fluorouracil.

Nutrient withdrawal mimics conditions, which cancer cells face in larger
tumors before neovascularization. Poor perfusion is a common trait of
pancreatic cancer tumors and it impairs nutrient access to the deeper tumor
layers (Kamphorst et al., 2015). It is known that serum starvation enhances
metastatic properties of cancer cells (Chen et al., 2010, Conacci-Sorrell et al.,
2014, Li et al., 2013, Tong et al., 2019). Indeed, FBS starvation induced
changes in cell morphology, epithelial and mesenchymal marker expression
and/or increased motility of two pancreatic cancer cell lines, Miapaca2 and
Capan-26. While starved, Miapaca2 cells transitioned between mesenchymal-
like (original) to epithelial-like to mesenchymal states. Epithelial-like state
proved to be the most resistant to erastin. Part of the Capan-26 cell population
gained mesenchymal properties as well. Increased mesenchymal properties
under FBS starvation conditions predisposed Miapaca2 cells to erastin-
induced ferroptosis and correlated with an increased proportion of oxidized
membrane lipids in Capan-26 cells. One possible explanation could be that in
this case mesenchymal properties and possibly cell sensitivity are mediated by
an autocrine stimulation of unknown growth factors, which elicit their effect
only when their concentration is below threshold, i. e. the concept of
dependence receptors (Stone, 2020). From the evolutionary perspective, one
can speculate that gaining more epithelial properties and enhancing cell-cell
junctions could help stromal cells to form a shield and protect epithelial cancer
(stem) cells from an oxidative damage in pancreatic tumors.

With this in mind, a panel of EMT-targeted compounds was tested and
their impact on cell sensitivity to erastin was investigated. As expected, EMT-
promoting growth factors EGF and FGF enhanced Miapaca2 cell sensitivity
to erastin, whereas blocking EGF and FGF receptors diminished the effect.
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Also, classical anti-EMT drug Src inhibitor saracatinib, but not functionally
related FAK inhibitor PF573228, prevented erastin induced cell death. Finally,
inhibitors of Wnt and Hippo signaling pathways (XAV939 and XMU-MP-1,
respectively) enhanced erastin cytotoxicity. In some cases, a biphasic
inhibitory effect was observed: in Panc-1, Su.86.86 and T3M4 cells tankyrase
inhibitor XAV939 prevents cell death at low erastin concentration, but
enhances its cytotoxic effect at higher erastin doses. GSK-3 inhibitor
tideglusib, combined with erastin, exerted the strongest cytotoxic effect in all
cell lines tested, even in T3M4 cells, which are overall resistant to erastin.
From a mechanistic perspective, by inhibiting GSK-3, tideglusib indirectly
activates f-catenin, which can promote EMT by downregulating cell-cell
junctions (Kim et al., 2019).

In recent years, cancer starvation therapies have gained a considerable
attention. Common ways to starve tumors include treatment with
antiangiogenic compounds, vascular blood supply disruption, direct
decomposition of intratumoral nutrients and treatment with agents that induce
pseudostarvation, such as inhibitors of growth factor receptors and mTOR
pathway (Chan et al., 2017, Coppock et al., 2016, Demkova and Kucerova,
2018, Yu et al., 2019). Combination of starvation and pro-oxidant therapies
has proved to be effective both in vitro and in vivo (D'Aronzo et al., 2015, Liu
et al., 2019, Ranji-Burachaloo et al., 2019). The results of this study showed
that in pancreatic cancer cells, including established and unique patient-
derived cell lines, starvation mediates sensitivity to ferroptosis via ERK1/2,
JNK  kinases and induction of transitioning between epithelial and
mesenchymal cell states. Therefore, there are some new avenues for further
research, finding the way for the combination therapy, using kinase inhibitors
and ferroptosis inducers.
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CONCLUSIONS

A novel pancreatic cancer cell line Capan-26 expresses pancreatic
cancer markers, stemness properties and has a unique genetic profile;
Growth factor, L-glutamine, L-lysine and L-arginine deprivation and
inhibition of MTORC1 with rapamycin elicits contrasting effects on
the sensitivity to erastin in different pancreatic cancer cell lines,
starved for the same period of time: Miapaca2 cells gain resistance,
whereas Panc-1, Su.86.86 and T3M4 cells gain sensitivity;

In starved pancreatic cancer cells, ERK1/2 and JNK kinases mediate
cell death after erastin treatment;

Growth factor deprivation changes Miapaca2 and Capan-26
mesenchymal properties, mesenchymal state correlates with a higher
sensitivity to erastin, whereas epithelial state correlates with a higher
resistance; changes in mesenchymal properties are not observed in
growth factor deprived Panc-1, Su.86.86 and T3M4 cells;
Compounds that modulate epithelial-to-mesenchymal transition
increase erastin cytotoxicity in pancreatic cancer cells.
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