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SANTRUMPOS

A549 — Zmogaus plauciy adenokarcinomos Igsteliy linija; i$ alveoliy bazinio
epitelio.

AKT - signalg perduodanti serino/treonino kinazé

AKTi — AKT inhibitor VIII, slopiklis

APC - alofikocianinas, raudonos Sviesos fluorochromas (tékmés
citometrijoje)

BSA — ,,bovine serum albumin®, jau¢io serumo albuminas

CAP — kapivasertibas, AKT slopiklis, vaistas

CSC — ,,cancer stem cells* — vézio kamieninés lgstelés

CD24, CDA44 ir kt. — jvairios pavir§inés molekulés, kuriy buvimas naudojamas
lasteliy charakterizavimui

DM — DMSO - tirpiklis dimetilsulfoksidas

ECM — ,extracellular matrix‘, uzlastelinis substratas

ERK — ,.extracellular signal-regulated kinase* — MAP kinaz¢, reguliuojama
uzlgsteliniy signaly

FAK — ,,focal adhesion kinase*, fokaliné (zidinio) prilipimo kinaz¢, perduoda
signalg nuo integriny

FDA - ,Food and Drug Administration — JAV organizacija, tvirtinanti
vaistus

FITC — fluoresceino izotiocianatas, zalios spalvos fluorochromas (tékmés
citometrijoje)

IDE — idelalisibas, PI3K slopiklis, vaistas

cJUN - transkripcijos veiksnys, JNK substratas; cJun

JNK — transkripcijos veiksnio cJun N-galo kinazé; kartu su P38 dar vadinama
SAPK

K562 — zmogaus limfoblastiniy lasteliy linija, i§ mieloidinés leukemijos
LCLI1, LCL2... — ,lung cancer cell line No.1, 2 ... — pirminés plauciy véZio
lasteliy linijos

MAPK - ,mitogen-activated protein kinase — mitogenais aktyvinama
baltymy kinazé

MEK - ,,MAPK ERK kinase* — kinaz¢ ERK aktyvinanti aukstesnioji kinazé
MFI — ,median fluorescence intensity” (ttkmés citometrijoje) — vidutinis
fluorescencijos intensyvumas

Myo —i$ triuSio raumens gauta kamieniniy lgsteliy linija; naudota kaip sveiky
lasteliy kontrolé

NSCLC — ,,non-small cell lung cancer, nesmulkialgstelinis plauciy vézys
P38 — 38 kDa svorio MAP kinazé; MAPK 14



PBS - ,phosphate buffered saline* — fosfatinis natrio chlorido buferis,
fiziologinis tirpalas

PE — fikoeritrinas, raudonos spalvos fluorochromas (t¢kmés citometrijoje)
SAPK — ,stress-activated protein kinase*, tai MAPK poseimis, kurj sudaro
kinazés JNK ir p38

SDS-PAGE -  ,sodium  dodecylsulphate  poly-acrylamide  gel
electrophoresis “, baltymy elektroforezé denattiruojanciomis salygomis

SEL — selumetinibas, MEK slopiklis, vaistas
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IVADAS

Véziniai susirgimai yra viena i§ labiausiai paplitusiy ligy visame
pasaulyje, todél prieSvéziniy vaisty efektyvumas ir vézio atsparumas
chemoterapijai yra labai opios problemos. Vézys — tai ir genetinis, ir Iastelinis
susirgimas, o jo kaip ligos jvairové yra begaliné, todél moksliniai vézio
Individualizuota terapija, besiremianti nustatytais bioZymenimis, yra labai
brangi ir dél daugelio priezasCiy daznai neveiksminga. Viena i perspektyviy
kryp€iy proverziui — mazamolekuliai junginiai, savitai sgveikaujantys su
konkre€iomis vidulastelinius signalus perduodanciomis molekulémis. Vir§
100 baltymy kinaziy slopikliy jau yra bandomi klinikiniuose tyrimuose.
Prieskilinikiniai (in vitro) tyrimai yra butina $io proceso dalis (Ke et al.
2016)(Niu and Wang 2015).

Vézys yra liga, kurig sukelia geny, koduojanciy lasteliy proliferacijos,
apoptozés ir diferenciacijos reguliatorius, pakitimai. Nors finansavimas
onkologiniams tyrimams ir gydymui per pastaruosius 30 mety labai iSaugo,
vézys sugebgjo aplenkti Sirdies ir kraujagysliy ligas ir uzima pirma vietg pagal
mirtinguma. Vézio kamieniniy lgsteliy (CSC) atradimas suteiké vilties, kad
pagaliau mokslininkai suprato vézio esm¢ ir esminj gydymo taikinj. Taciau
netrukus buvo nustatyta, kad suaugusiyjy kamieninés Iastelés ir vézio
kamieninés lgstelés turi daug daugiau bendra, nei norétume (Sonnenschein
and Soto 2011); be to, normalios kamieninés Igstelés buvo aptiktos arti naviko,
dalyvaujancios arba ribojant, ar skatinant jo augima (Kalvelyté et al. 2017a).
Dabartiné vézio terapijos kryptis — peréjimas nuo nespecifiniy citotoksiniy
vaisty prie racionaliai kuriamy ir j konkrecia molekule nukreipty junginiy,
salygojanciy didesnj efektyvuma ir mazesnius pasalinius efektus. Tam reikia
gerai suprasti vézio biologija bei nustatyti ligos ,,aktyviuosius* molekulinius
taikinius. Taciau nepaisant pazangios biozymenimis pagrjstos personalizuotos
vézio terapijos, stebimas tik trumpalaikis jos poveikis, o atskiriems
pacientams ji visai neveikia. Taipogi, vis dar reikalingi papildomi ir nauji
tyrimai, kaip prieSvéziniai vaistai veikia suaugusio organizmo kamienines
lasteles ir kaip galima bty jas apsaugoti nuo toksinio Salutinio vaisty
poveikio.

Plauciy vézys yra pagrindiné miréiy nuo vézio priezastis pasaulyje.
Nepaisant pasiekimy, tebéra didelis poreikis naujy, inovatyviy gydymo
strategijy bei joms atsirasti padedanciy priemoniy. Tokios priemonés yra
plaudiy naviky lasteliy linijos, gautos i3 ligoniy. Sios linijos yra svarbus
jrankis tiriant plauciy naviky bazinius iSgyvenimo mechanizmus bei naujus
prie§vézinius junginius. Parodyta, kad lasteliy linijos ex vivo islaiko tuos
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pacius genetinius pakitimus, kaip ir pirminis navikas (lorio et al. 2016).
Plauciy kamieniniy bei plauciy vézio kamieniniy lgsteliy atradimas pateikia
dar viena reikSminga priemone, efektyvinancia taikiniy terapijos taikymo
tyrimus plauciy véziui gydyti (Kajstura et al. 2011a) (Eramo, Haas, and De
Maria 2010).

Siuolaikinés vézio biologijos ir véZio gydymo tendencijos daugiausia yra
skirtos spresti atsparumo vaistams problema. Nauji duomenys rodo, kad Salia
onkogeniniy persitvarkymy, ne-genetinés atsparumo prieZastys lemia vézio
gydymo rezultatus. Ne-mutaciniy lasteliy atsparumo mechanizmy supratimas,
taip pat nauji jautrumo vaistams tyrimo modeliai turi buti svarbiis ieSkant
naujy vézio gydymo biidy.

Nepaisant bioZymenimis pagristos individualizuotos véZio terapijos
pazangos, daugeliu atvejy buvo nustatytas molekulinio/genetinio profiliavimo
nepakankamumas ieSkant veiksmingy vaisty kombinacijy. Naujos ataskaitos
rodo, kad prieSvézinio gydymo sékme paprastai riboja naviko
heterogeniskumas, kurio neatskleidzia esami vézio bioZymenimis pagrijsti
metodai. Lasteliy heterogeniskumas, ne tik genetinis, bet ir fenotipinis,
laikomas pagrindine atsparumo priesvéziniam gydymui, vézio progresavimo
ir vézio kamieniniy lasteliy iSlikimo priezastimi (Jong, Chan, and Nedelcu
2019a). Todél norint nustatyti veiksmingus vaisty derinius, reikia atlikti gyvy
lasteliy, atstovaujanciy jvairiems navikg sudaranciy lasteliy tipams,
funkcinius tyrimus.

Programuotos lasteliy zities signalo perdavimo tinkly supratimas
paveikus prieSvéziniais vaistais yra esminis biidas nustatyti naujus vaisty
taikinius ir biologinius Zymenis vézio terapijoje. Yra daug tyrimy, kurie
analizuoja molekulinius skirtumus tarp sveiky ir véZziniy, tarp jautriy ir
atspariy, tarp kontroliniy ir paveikty lasteliy. Manipuliavimas chemoterapiniy
vaisty sukeltais signalais yra perspektyvi tikslingo vézio gydymo strategija.

Lasteliy likimg reguliuojan¢iy signaliniy molekuliy aktyvumas yra
svarbus veiksnys, lemiantis Igsteliy elgsena, taip pat jy atsakg | gydyma,
priklausomai nuo lastelés fenotipinés biiklés ir vietos organizme. Lasteliy
likima lemia tiek iSgyvenimo, tick mirties signalai, kuriy vaidmenys gali biiti
skirtingi priklausomai nuo lgstelés tipo, vystymosi stadijos ir stimuliavimo
pobiidzio. leskant naujy vaisty taikiniy ir biologiniy Zymeny vézio terapijoje,
labai svarbu suprasti lasteliy mirties signalizacijos tinklus, susijusius su
gydymu prieSvéziniais vaistais. Signalg perduodanciy baltymy kinaziy
fosforilinimg lasteléje, kai jos neveikiamos vaistais ir slopikliais, Siame darbe
vadinsime baziniu fosforilinimu.

Rysij tarp lastelés biisenos ir terapinio jautrumo, o tuo paciu metu ir
lasteliy likima, apsprendzia signaliniy keliy, tarp jy kinaziy MAPK ir
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PI3K/AKT, aktyvumas, jtakojamas tiek vidiniy, tiek iSoriniy Saltiniy. ERK ir
AKT perduoda iSorinius ir vidinius signalus nuo augimo veiksniy,
vidulastelinio streso (tame tarpe DNR pazaidy), tarplasteliniy kontakty, taip
pat adhezijos signalus. Sie signaliniai keliai laikomi pagrindiniais
onkogeniniy signaly tarpininkais (aktyvuotos ERK ir AKT signalinio kelio
molekulés daznai aptinkamos daugelyje Zzmogaus vézio atvejy). Zinomos
mutacijos ir paties signalinio kelio genuose. MAPK ir AKT taip pat
tarpininkauja lasteliy atsakui j prie§vézinius vaistus. Siy kinaziy signaly
dereguliacija daznai siejama su atsparumu gydymui.

Todel MAPK ir AKT kinazés yra patraukliis taikiniai, siekiant pagerinti
taikininés ar jprastinés chemoterapijos veiksminguma. Atitinkamai, $iy dviejy
pagrindiniy signalizacijos keliy slopinimas buvo naujai pasiilytas kaip
perspektyvus ir alternatyvus gydymas ir plauciy vézio atveju (Jain et al. 2021).

Taikininé vézio terapija, kai prie§ gydyma iStiriamas paciento méginys
ieskant konkreciy geny mutacijy, taikoma jau daugiau nei 20 mety (imatinibas
FDA patvirtintas vézio gydymui 2001 metais) (L. Zhong et al. 2021). Deja,
vézinés lagstelés randa jvairiy keliy jgyti atsparumg. Mes laikomés poziiirio,
jog nepaisant to, kad vézio atsiradimo priezastys yra genetinés, mechanizmai,
dél kuriy lastelé jgyja atsparuma mirties induktoriams, gali biiti aktyvuoti
negenetiniy priezasciy ir priklausyti nuo jos biisenos, diferenciacijos stadijos
ir kity lastelés mikroaplinkos sukelty persitvarkymy.

Disertacinis  darbas skirtas jvertinti lasteliy  Zutj-i§gyvenima
reguliuojanciy signaliniy molekuliy modifikacijas, jy saveikas bei vaidmenj
skirtingos biisenos lastelése, netekus uzlasteliniy kontakty bei paveikus
jprastais ar taikininiais prie§véziniais vaistais, jy deriniais. Tyrimuose
naudojome komercinés plauciy adenokarcinomos A549 bei ex vivo pirminiy
plauciy vézio linijy, gauty i§ pacienty, lasteles. Kaip kontrolines, sveikas
lasteles, palyginimui naudojome triusio raumens kamieniniy Igsteliy linijg
Myo, iSvesta misy laboratorijoje ir apibiidintg bei apraSyta ankstesniuose
miisy straipsniuose.

Siame darbe jprasto chemoterapinio vaisto cisplatinos (cis-diamino
dichloro platina II) ir taikininiy vaisty, parinkty slopinti vidulastelinj signalg
perduodancias baltymy kinazes, efektyvumas tirtas lgsteles paveikus vienu
vaistu ar jvairiais jy deriniais. Vertinant vaisto veiksminguma, noréta atkreipti
démesj; | tarplastelinius kontaktus, vaisto poveikio molekulinius
mechanizmus.

Disertaciniame darbe buvo tiriamas bazinis, nuo uzlasteliniy kontakty
priklausomas, bei prie§véziniy vaisty indukuotas signaliniy molekuliy
aktyvinimas, taip pat signalo pobudis (lastelés susinaikinimo ar apsauginis),
rys$iai tarp signaliniy molekuliy. Tyrimai, modeliuojant uzlgstelines saveikas,
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buvo atlickami lasteléms esant skirtingose blisenose — tai prilipusios (2D),
lastelés agregatuose (3D), ir pavienés Igstelés suspensijoje (0D).

Bazinis signaliniy molekuliy aktyvumas yra svarbus veiksnys, lemiantis
lastelés elgesj jvairiomis aplinkybémis. Jo kitimas gali lemti skirtingus
atsakus kintanciose salygose. Lasteliy kultiiry, kaip gamybos ar moksliniy
tyrimy ir tiksliosios medicinos priemoniy, naudojimas nuolat auga. Kartu vis
dazniau patvirtinamas lastelés-lastelés arba lastelés-substrato kontakty
vaidmuo Igstelés funkcionavimui.

Fundamentiniu ir klinikiniu pozitiriu labai aktuali sritis — uZlgsteliniy
kontakty svarba cirkuliuojanciose (kraujyje ar limfoje) vézinése lastelése,
pavienése arba agregatuose (klasteriuose). Vézinés lastelés daznai praranda
sgveika su substratu dél savo ypatybés metastazuoti. Nors cirkuliuojanciy
navikiniy lasteliy klasteriai apraSyti jau seniai, tik dabar j juos pradéta ziiiréti
kaip i pagrindinius metastaziy plitimo dalyvius. Véziniy Igsteliy sankaupos,
homotipinés monokloninés arba polikloninés, atsiskyrusios nuo pirminés
naviko vietos ir keliaudamos nedideliais agregatais sudaro naujus Zidinius toli
nuo pirminio naviko esanciose vietose. Vis daugiau tyrimy rodo, kad
cirkuliuojantys navikiniy lasteliy klasteriai, palaikydami savyje lasteliy
sukibima, geriau nei pavienés lastelés priesinasi anoikis indukcijai (Thangavel
et al. 2019)(Amintas et al. 2020)(Ring et al. 2023). Tai gali biti susij¢ su
padidinta antiapoptoziniy bei sumazéjusia proapoptoziniy geny raiska. Siuo
atzvilgiu, be abejo, molekulinis atskiry lgsteliy ir Iasteliy grupiy apibuidinimas
ir palyginimas turi didel¢ kliniking reikSme.

Kitas svarbus tarplasteliniy kontakty vaidmuo yra jy dalyvavimas
regulivojant lasteliy atsparumg terapiniam gydymui. Lastelé-lastelé bei
lastelé-substratas kontaktai atlieka svarby vaidmenj nusprendziant lasteliy
likimg prieSvézinés terapijos metu. Cirkuliuojanéios pavienés lastelés, jy
agregatai, lastelés ,.kietame* audinyje gali skirtingai reaguoti j vaistus.

Taip pat svarbu, kad lastelés, sudarancios 3D kultiiras ir (arba) sferoidus,
nepriklausomai nuo to, kur jos naudojamos — audiniy inZinerijoje, vaisty
tyrimuose ir bandymuose, kuriant lastelinius biojutiklius — sgveikauja
tarpusavyje arba su matrica, ir dél §ios saveikos keitiasi jy savybés. Siose 3D
struktiirose fiziniai lgsteliy rysiai inicijuoja nuo sukibimo priklausomus
signalinius kelius, susijusius su daugelio lasteliy funkcijy reguliavimu.

Vis dazniau kalbama, kad tiek pradinj, tick jgyta vézio lgsteliy atsparumg
gydymui lemia ne naviko genotipas, o naviko fenotipas, ir kad jj daugiausia
sglygoja naviko mikroaplinka. Sudétingi negenetiniai mechanizmai — tokie
kaip epigenetika, potransliacinés modifikacijos, signaly ir metabolizmo
pokyciai, lastelés ciklas ir diferenciacija, jy plastiSkumas, taip pat naviko
mikroaplinkos Igsteliniai ir nelgsteliniai komponentai — lemia Igsteliy fenotipg
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ir naviko Igsteliy heterogeniS§kuma, o kartu ir atsparumg gydymui (Stulpinas
et al. 2020)(Swayden, lovanna, and Soubeyran 2018)(Jong, Chan, and
Nedelcu 2019b)(Wilschut, Haagsman, and Roelen 2010)(Hahn, Bader, Braun,
Califano, Clemons, Yoda, et al. 2021). Yra Zinoma, kad lasteliy fenotipas labai
priklauso nuo mikroaplinkos, daugiausia nuo uZlasteliniy kontakty.
Reaguojant j aplinkos pokycius, keiciasi ir 13steliy metabolizmas, ir signaliniy
molekuliy aktyvumas, ir transkripcijos veiksniy raiska. Sie vidulasteliniai
poky¢iai prisideda prie daugelio lasteliy funkcijy, tokiy kaip iSgyvenimas,
augimas ir diferenciacija, reguliavimo. Tokiu biidu lgsteliy kontaktai per
transmembraninius ~ prilipimo  receptorius, kadheriny ir integriny
tarpininkaujamus signalinius kelius dalyvauja apsprendziant lgstelés tipui
budingas funkcijas, jskaitant ir mirties signaly slopinima.

Siuo metu daug démesio skiriama naujoms priemonéms, skirtoms
onkologiniams vaistams kurti ir iSbandyti. [vairlis tyrimai yra orientuoti ]
kliniskai svarbiy lgsteliniy modeliy kiirima, kad juos biity galima naudoti
tiksliojoje medicinoje prognozuojant pacienty atsaka j priesvézinj gydyma, ir
vaistams nuo vézio kurti bei tikrinti ikiklinikiniuose bandymuose (Niu and
Wang 2015). Vézio tyrimuose 3D lasteliy kulttiros yra novatoriskas metodas,
leidziantis jtraukti ir kontroliuoti jvairius naviko mikroaplinkos komponentus,
apimantis daugybe skirtingy metody, kuriais galima jvairiai manipuliuoti.
Populiariausi metodai yra sferoidai, organoidai, karkasai ir mikroskystinés
sistemos. 3D kulttiros ir ko-kultiros yra svarbios atliekant Igsteliy saveikos
tyrimus. 3D kultdiry, tame tarpe eXx Vivo struktiry, matricy ar karkasy,
panaudojimas fundamentiniams tyrimams ar biotechnologiniuose procesuose
leidzia gan gerai pamégdzioti natliralig Igsteliy tarpusavio saveikg ir
mikroaplinka (Hickman et al. 2014)(Derda et al. 2009)(Tomas-Bort et al.
2020).

Lastelés, sudarancios 3D kulttiras ir (arba) sferoidus, nepriklausomai nuo
to, kur jos naudojamos — audiniy inzinerijoje, vaisty tyrimuose ir bandymuose,
kuriant Igstelinius biojutiklius — sagveikauja tarpusavyje arba su matrica, ir dél
Sios sgveikos keidiasi jy savybes. Siose 3D struktiirose fiziniai lasteliy rysiai
inicijuoja nuo sukibimo priklausomus signalinius kelius, susijusius su
daugelio Igsteliy funkcijy reguliavimu. Tadiau egzistuoja ir tam tikri 3D
lasteliy kulttry taikymo apribojimai, pvz. dél nepakankamos normaliam
lasteliy  funkcionavimui reikalingy molekuliy (deguonies, maistiniy
medziagy, metabolity ir signaliniy molekuliy) difuzijos (Ravi et al. 2015)(Lv
etal. 2017).

Savo tyrimuose naudojome rinkinj taikininiy, ] MAPK ir AKT signaliniy
keliy molekules nukreipty, vaisty, kurie yra jvairiuose klinikiniy tyrimy ir
FDA patvirtinimo etapuose. Atliekant signalo perdavimo molekuliy tyrimus,
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lastelése siekta nustatyti taikiniy ir kity signaliniy molekuliy raiska,
fosforilinimg, lokalizacija, taip pat pasirinkty signalg perduodanciy molekuliy
tarpusavio rysj, reaguojant j uzlgstelinius kontaktus bei poveikj vaistais. Misy
tyrimy asis — MAP kinazés ERK, JNK ir AKT, Sias kinazes veikiantys vaistai,
bei jy deriniai su jprastiniais chemoterapiniais vaistais. Tai | ERK ir AKT
signalinius kelius nukreipti slopikliai (ERK inhibitorius SCH772984, MEK
slopikliai trametinibas ir selumetinibas, AKT slopiklis kapivasertibas, AKT
inhibitor VIII, PI3K slopiklis idelalisibas) bei plauciy veéziui gydyti
naudojamas vaistas cisplatina. Darbe charakterizuotas taikininiy vaisty
efektyvumas in vitro (taikinio modifikacijos, jtaka proliferacijai/

Vo= v

gyvybingumui, konvenciniy vaisty sukeltai zii¢iai). Alternatyvios kinazés
galimas atsparumo taikininei terapijai mechanizmas.

Siame darbe nemazai démesio skyréme Igsteléms, neturinioms
uZlgsteliniy kontakty. Jas palaikant suspensijoje buvo imituojama
,hesvarumo™ bisena, kurioje dalj laiko praleidzia cirkuliuojancios/
metastazuojancios vézinés lastelés. Tyrimai tokiame modelyje leidzia atskirai
pazvelgti | neprisitvirtinusiy (pavieniy arba 3D sankaupose esanciy) lasteliy
signalines molekules bei jy vaidmenj atsakant | prieSvézinj gydyma. Tokiy
tyrimy pasaulyje néra daug.

Darbo tikslas

Nustatyti tarplasteliniy sgveiky bei kontakty su pavirSiumi jtaka
kinazéms MAPK ir AKT, bei patvirtinti §iy signaliniy keliy tarpusavio
saveikos reiskinj plauciy vézio lasteliy modeliuose.

Darbe sprendziami uzdaviniai

1. Nustatyti uZzlgsteliniy kontakty jtakg baziniam MAPK ir AKT
fosforilinimui ir raisSkai, bei $iy kinaziy vaidmenj plauciy vézio ir
raumens kilmés Iasteliy modeliuose.

2. Ivertinti MAPK JNK signalinio kelio molekuliy — kinazés JNK ir
transkripcijos veiksnio cJun — priklausomumg nuo lgstelé-lastelé
kontakty tiriamose plauciy vézio ir raumens kilmés lasteliy linijose.

3. Ivertinti taikininiy vaisty, nukreipty ] MAPK ERK ir AKT signaliniy
keliy molekules, ir jy derinio su prieSvéziniu vaistu cisplatina, poveikj
plauciy vézio kilmés lasteliy gyvybingumui bei molekuliniams vaisty
taikiniams.

14



4. Nustatyti kinaziy ERK ir AKT signaliniy keliy sgveikos pobiidj
skirtingose plauciy vézio kilmés lasteliy linijose.

5. lvertinti sgveikos tarp ERK ir AKT kinaziy signaliniy keliy
priklausomumg nuo uzlasteliniy kontakty ir prieSvézinio vaisto
cisplatinos poveikio stiprumo.

Naujumas ir aktualumas

Siuolaikinés véZio biologijos ir véZio gydymo tendencijos paprastai yra
skirtos spresti atsparumo vaistams problema. Zinoma, kad vézys atsiranda dél
mutacijy genuose, kurie atsakingi uz onkogening transformacija. Pacienty
genetinis profiliavimas tapo jprasta procedira parenkant gydyma. Taciau vis
daugiau duomeny randasi apie tai, kad atsparumas yra salygojamas ir
negenetiniy veiksniy. Vis labiau pripazjstama, kad ne tik genetiniai pakitimai,
bet ir negenetiniai mechanizmai yra susij¢ su atsparumu vaistams, taip pat su
naviko progresavimu. Vézio Iastelés gali jgyti atsparius fenotipus per
epigenetines modifikacijas, signalo perdavimo ir kity negenetiniy
mechanizmy pokycius, priklausomai nuo uzlgsteliniy ir tarplasteliniy
veiksniy, susijusiy su naviko mikroaplinka. | lgstelés bilisena orientuota
terapija tampa viena i§ esminiy Siuolaikinio vézio gydymo krypciy.

Nemutaciniy atsparumo mechanizmy supratimas, taip pat nauji jautrumo
vaistams tyrimo modeliai yra svarbiis ieSkant geresniy vézio gydymo budy.
Vis daugiau duomeny rodo, kad trimaciai (3D) vézio modeliai turi didelj
potencialg gilinant miisy supratimg apie vézio biologija, kuri istoriskai buvo
tiriama naviko lasteliy kulttirose ant plastikiniy ploksteliy standaus pavirSiaus.
3D ex vivo modeliai jau pakei¢ia esamas in Vitro sistemas, jos naudojamos
vertinant standartinio bei taikininio gydymo veiksmingumga. Skirtingy lasteliy
biiseny modeliai gali skirtis lasteliy likimg lemianciy signaliniy molekuliy
aktyvumu, signalo perdavimo keliy reguliacija.

Siame darbe démesys sutelktas j negenetinius lasteliy atsako j prie§vézinj
gydymg ir atsparumo terapijai mechanizmus. Skirtingy pacienty lastelése,
neiStyrus ir neZinant jose esan¢iy onkogeniniy pakitimy, buvo ieSkoma
signaliniy jvykiy, jy sekos ir prieZastingumo, lemianciy lastelés Zuvimg arba
atsparumg poveikiui.

Tyrime, modeliuojant skirtingas lasteliy biisenas, buvo nagrinéta
uZlgsteliniy kontakty jtaka signaliniy molekuliy Akt, MAPK (ERK, JNK,
p38), taip pat transkripcijos faktoriaus cJun aktyvacijai skirtingose lasteliy in
vitro sistemose (plauciy adenokarcinomos A549 lgsteliy linija, pirminés
plauciy vézio lasteliy linijos, raumeny kilmés kamieniniy lasteliy linija).
Parodyta, kad nepriklausomai nuo lgstelés kilmés ar lagsteliy tipo, tirty
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proteinkinaziy bazinis fosforilinimo lygis priklauso nuo uZlgsteliniy kontakty,
nors ir skirtingai tarp atskiry kinaziy bei Igsteliy tipy. Taip pat svarbu, kad to
paties JNK signalinio kelio molekuliy aktyvinimas (fosforilinimas ir raiska)
priesingai priklausé nuo tarplasteliniy kontakty.

Apibendrinant, Siame tyrime baltymy kinaziy fosforilinimo profilio
palyginimas skirtingose lasteliy biisenose — pavienése, prilipusiose arba
agregavusiose lastelése — iSrySkino uzlastelinés aplinkos svarbg ir parodé
skirtumus tarp lasteliy linijy. Lasteliy likima reguliuojanciy baltymy kinaziy
priklausomumas nuo uzlasteliniy kontakty tuo paciu rodo, kad lasteliy
reguliacija priklauso nuo konteksto, kuriame yra lastelés. Apskritai galima
teigti, kad lasteliy adhezija (prie kity lasteliy arba substrato), be kity gerai
Zinomy vystymosi signaly, yra svarbus veiksnys apsprendZziant lgsteliy likima.

Zinios apie bazinj signaliniy molekuliy aktyvuma yra svarbios numatant
lasteliy reakcija j besikei¢iancias salygas ir taip prognozuojant Iasteliy elgsena
biotechnologiniy ir biomedicininiy procesy metu. ISaiskinimas tarplasteliniy
kontakty ijtakos lasteliy likimg reguliuojanciy kinaziy aktyvacijai
/isaktyvinimui yra taip pat svarbus prognozuojant vézio Iasteliy atsaka |
priesvézin] gydyma. Tyrimai, besiremiantys lgsteliy biisena bei jy vieta
organizme (kietame audinyje ar cirkuliuojant skystame) leisty numatyti ir
skirtingus poveikius lgsteléms.

Taip pat, Siame darbe, naudodami zmogaus plauciy vézio kilmes lasteliy
modelius, parodéme, kad dviejy lastelés iSgyvenimo signaliniy keliy —
MEK/ERK1/2 ir PI3K/AKT -neigiamo griztamojo rySio reiSkinys yra
budingas visoms tirtoms lasteliy linijoms. Nepaisant lasteliy fenotipo ar
genotipo skirtumy, PI3K/AKT kelio slopinimas skatino MAP kinazés ERK
aktyvavimg ir, atvirksciai, MEK/ERK kelio slopinimas didino fosforilintos
AKT lygj. Sis reidkinys patvirtintas tiek kontrolinése, tiek cisplatina
paveiktose lgstelése, taip pat naudojant skirtingus $iy kinaziy slopiklius. Nors
yra manoma, kad tokia saveika yra specifiné lasteliy rasiai ir/arba priklauso
nuo konkretaus onkogeninio pakitimo lgsteléje, tyrimy rezultatai leidzia
manyti, kad alternatyvios kinazés aktyvacija kaip atsakas j kitos kinazés
slopinimg yra universalus reiSkinys. Alternatyvios kinazés aktyvinimas
lastelése — galimas atsparumo taikininiams vaistams mechanizmas.

Kita vertus, parodéme, kad saveika tarp ERK ir AKT signaliniy keliy
priklauso nuo uzlgsteliniy kontakty — grjztamas rySys prarandamas lgsteléms
netekus sgveikos su uzlasteliniu substratu, taip pat inhibuojant fokaling
adhezijos kinazg¢ FAK jos slopikliu PF573228. Kinaziy sgveika gali
priklausyti ir nuo chemoterapinio stimulo stiprumo.

Lasteliy likima reguliuojanciy signaliniy molekuliy aktyvumas yra
svarbus veiksnys, lemiantis Igsteliy elgesj ir jy atsakg ] gydyma, kartu
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atsizvelgiant j lasteliy fenotipine biikle ir vieta organizme. Sis darbas pabrézia
adheziniy lgsteliy funkcionavimo bei atsako | taikininius vaistus
priklausomumga nuo lasteliy buisenos, ir siiilo skirtingas molekulinio poveikio
strategijas skirtingy buseny lasteléms: kontaktuojan¢ioms (navike) ir
cirkuliuojan¢ioms. Manome, kad darbe pateiktos iSvados gali biti svarbios
individualizuoto vézio gydymo ir atsparumo vaistams problemoms spresti.

Ginami teiginiai

e Plauciy vézio kilmés lagstelése MAPK bei AKT kinaziy bazinis
fosforilinimas, nors ir skirtingai tarp atskiry kinaziy bei lasteliy linijy,
priklauso nuo uzlgsteliniy kontakty, t. y. jis pakinta, lasteléms atkibus
arba prikibus.

e Vieno ir to paties JNK signalinio kelio molekuliy, kinazés JNK ir
transkripcijos veiksnio cJun, aktyvinimas (fosforilinimas ir raiska)
skirtingai priklauso nuo tarplasteliniy (lastelé-lastelé) kontakty.

e Plauciy vézio kilmés lastelés skirtingai jautrios taikininiams vaistams,
slopinantiems MAPK ERK ir AKT signaliniy keliy molekules, bei jy
deriniams su jprastiniu vaistu cisplatina.

e Visose tirtose plauciy vézio kilmeés skirtingy linijy lastelése egzistuoja
ERK-AKT signaliniy keliy negatyvi kryzminé saveika.

o ERK-AKT signaliniy keliy sgveika priklauso nuo uzlasteliniy
kontakty ir chemoterapinio poveikio stiprumo.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Lasteliy zutis ir uzlgsteliniai kontaktai

Lasteliy ziaties reguliavimas yra toks pat sudétingas kaip lasteliy
dalijimosi ar diferenciacijos. Embriono vystymosi ir audiniy atsinaujinimo
fiziologiniame kontekste, arba kaip patologinis atsakas j 1gsteliy suzeidimus ir
infekcinius patogenus, lagsteliy ziitis vyksta dél organizmui naudingy tiksly.
Tai apima epitelio barjerinés funkcijos palaikyma, mikroby sunaikinima,
adaptyvy imuninj atsaka, biologiniy makromolekuliy perdirbima, tarplastelinj
signalo perdavima ir genomo vientisumo iSsaugojima (Danial and
Hockenbery 2018).

Lasteliy zitis yra skirstoma j dvi atskiras kategorijas: atsitikting 1gsteliy
zitj ir reguliuojamg lasteliy zitj. Dél stipriy mechaniniy, fiziniy ar cheminiy
veiksniy, tokiy kaip, traumos, auksta temperatiira, pH, lasteles iStinka netikéta,
atsitiktiné lasteliy ziitis. Reguliuojama lasteliy Zzitis reiskia kelis genetiskai
uzkoduotus kelius, kurie reikalingi siekiant islaikyti Iasteliy homeostaze.
Reguliuojama lgsteliy zutis apima potipj, vadinamg uzprogramuota Iasteliy
zutimi (Kim-Campbell, Gomez, and Bayir 2019). Nors vyrauja pozitris, kad
konkreti mirties programa yra reguliuojama gan apibréztai, procesy
molekuliné jvairové ir sudétingumas vis dar neleidzia iSbaigti Sio klausimo.
Istoriskai, nekroze ir apoptozé buvo dvi pagrindinés lasteliy mirties rasys,
taciau vystantis mokslui buvo atrasta daug kity lgstelés zuties budy, kaip antai
feroptozé, piroptoze, netoze, ar nuo autofagijos priklausoma lgsteliy zitis, ir
dar desimt kity (Stulpinas and Kalvelyté 2019). Taciau alternatyvios lgstelés
zuties tipy nomenklattiros kiiréjai teigia, kad egzistuoja tik keturi i§ esmés
skirtingi pavieniy lgsteliy zuvimo tipai: apoptozé, senatviné mirtis, streso
sukelta zitis, ir nekrozé (X. Liu et al. 2018). Ir jie, su savo argumentacija ir
kompetencija, yra teists.

Glaustai, apoptoziné¢ lasteliy zutis charakterizuojama chromatino
kondensacija, internukleosomine DNR fragmentacija ir cisteino proteaziy
(kaspaziy) aktyvacija. Laikoma, kad apoptoze inicijuoja iSoriniai mirties
receptoriai (tokie kaip FAS) arba citochromo ¢ baltymas, patekes j citoplazma
1§ mitochondrijy.

Lastelinés saveikos, kurios skiriasi audinyje in vivo, monosluoksnyje ar
ant 3D pavirSiaus in vitro, yra gyvybiskai svarbios ir apsprendzia lgsteliy
iSgyvenimg, proliferacija, kitas sudétingas funkcijas. Paprastai, normalios
prilipusios lastelés, kurios praranda kontaktg su uzlgsteline matrica (ECM),
netrukus patiria anoikis (apoptozine mirties formg, nuo graikisko Zzodzio
»benamis*). Anoikis yra uzprogramuotos lasteliy mirties forma, kurig vykdo
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nuo kaspazés priklausomi vidiniai ir iSoriniai apoptozinj signalg perduodantys
keliai. Tai normalus fiziologinis procesas, uztikrinantis audiniy regeneracija
ir homeostazg.

Sio mechanizmo tyrimai yra svarbiis terapiniu poZitiriu, nes kamieniniy
lasteliy transplantacijoje susiduriama su persodinty lasteliy Ziities problema,
butent dél kontakto su jy gimtaisiais pavirSiais praradimo. Masiné lgsteliy
mirtis, be iSemijos ir uzdegiminiy procesy, lemia lgsteliy terapijos nesékme
gydant pvz. infarkto pazeistg Sirdies raumenj (Robey et al. 2008). ISorinés
sgveikos nebuvimas (atkibimas) inicijuoja signalinius kelius, vedancius i
lasteliy mirtj, slopinant antiapopozines ir (arba) suaktyvinant proapoptozines
molekules (Vachon 2011). Skirtingai nuo jprasty organizmo lasteliy, véziné
lastelé, vaizdziai tariant, savo poreikius iSkelia auk$Ciau viso organizmo
poreikiy, todél blokuoja mechanizmus, kurie neleidzia iSgyventi be saly¢io su
substratu, todél gali nukeliauti j tolimas kiino vietas, taip suformuodamos
naujus piktybiniy lgsteliy zidinius (Paoli, Giannoni, and Chiarugi 2013).
Atsparumo anoikis indukcijai tyrimai pastaruoju metu suintensyvéjo, nes tai
— niSa naujo pobudzio prieSvézinei terapijai. Viena i§ naujai atrasty Sio
reiSkinio priezasCiy — suapvaléjusios lastelés pavirSiaus islinkimai, kuriuose
gausu antiapoptoziniy molekuliy kompleksy (Weems et al. 2023).

Abiejy tipy sgveikos (arba su ECM, arba su kita lgstele) vyksta per
lasteliy prilipimo/sukibimo molekules (integrinus, kadherinus, selektiny
Seimos baltymus ir pan.). Bidamos transmembraningés, Sios molekulés veikia
kaip ligandy receptoriai lgstelés iSor¢je, o viduje dalyvauja formuojant
sudétingus signaliniy molekuliy kompleksus, taip reguliuojant jy aktyvuma
(X. Zhong and Rescorla 2012).

Lasteliniy funkcijy reguliavimas dél lastelé-lastele ir lastelé-ECM
saveikos néra iki galo suprastas ir todél yra aktyviai tiriamas, jskaitant anoikis
mechanizmus. Nenuostabu, kad vienu metu publikuoti du nepriklausomi
tyrimai apie su anoikis susijusius genus ir jy reikSme plauciy
adenokarcinomos prognozei pateiké labai skirtingus rezultatus (Diao, Guo,
and Li 2023) (Zhou and Hu 2023; doi: 10.3389/fcell.2023.1125782). Nors
normalios kamieninés ir vézinés lgstelés turi daug panaSiy bruozy, i$ kuriy
svarbiausias — neribotas dauginimosi potencialas, normalios kamieninés
lastelés prireikus lengvai diferencijuojasi j determinuotas lasteles ir nekelia
grésmés organizmui. Taigi lasteliy sgveiky — tarpusavio kontakto ir sukibimo
su substratu — vaidmens iSaiskinimas ir iSnaudojimas reguliuojant lasteliy
funkcionavimg yra svarbu tiek regeneracingje medicinoje, tiek gydant vézj.

Lastelés biologijoje pladiai pripazjstama, kad du pagrindiniai
signalizacijos keliai, atsakingi uz lgstelés likimg ir kuriuos aktyvuoja
pavirSiaus receptoriai, yra fosfoinozitido-3 kinazés (PI3K) AKT kelias ir
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RAS/RAF/MEK/ERK kelias. PI3K/AKT ir mitogeny aktyvuotos baltymy
kinazés (MAPK) keliai yra pagrindiniai lasteliy proliferacijos, taip pat
diferenciacijos ir mirties reguliatoriai. Tarplasteliniy kontakty inicijuota
reguliacija taip pat apima aukSCiau minéty baltymy kinaziy kaskadas
(Steelman et al. 2011). Siuos kelius aktyvuoja jvairios ir skirtingos
onkogeninés mutacijos, biidingos daugeliui vézio formy. Sios kinazés yra
vienos i§ kandidaty, galinCiy pagerinti taikininés ir jprastinés chemoterapijos
veiksminguma, nes MAPK ir AKT signalizacijos keliai yra pagrindiniai
onkogeniniy signaly keitikliai naviko Iastelése, tarpininkauja Igsteléms
atsakant | prieSvézinius vaistus ir yra susij¢ su atsparumu chemoterapijai.
Neseniai nustatyta, kad cirkuliuojanciy vézio lasteliy pavirSiaus i§linkimuose
susikoncentruoja onkogeniniai RAS baltymai, lemiantys PI3K ir ERK
aktyvumo padidéjima, o tuo paciu ir atsparuma apoptozes indukcijai (Weems
et al. 2023).

Pirmajame kelyje, kinazés AKT aktyvinimui reikalingas kinazés PI3K
aktyvumas, kurig savo ruoZztu netiesiogiai aktyvuoja integrinai, susilietus su
ECM baltymais in vivo. AKT taip pat gali tiesiogiai fosforilinta ir aktyvuota
su integrinu susietos kinazés ILK, kurig stimuliuoja tie patys integrinai.
Laikoma, kad AKT tampa aktyvia molekule kai fosforilinama jos S473 ir
T308 (Brognard et al. 2001).

Uzlastelinio signalo reguliuojama kinazé ERK yra MAP kinazés Seimos,
kuri taip pat apima p38 ir cJun N-galing kinaz¢ (JNK), narys. Sios trys MAP
kinazés turi budingg T-x-Y aminortig§ties motyva, kurio dvigubas
fosforilinimas lemia $iy baltymy aktyvavima. MAPK dalyvauja perduodant
lasteliy mirties/iSgyvenimo arba proliferacijos signalus, atsirandancius
lastelés pavirsiuje. Be to, kas svarbu technologiniuose procesuose, MAPK
reguliuoja geny su CMV promotoriumi raiska, kuris daznai naudojamas
zinduoliy vektoriuose baltymy biologinei gamybai (Rodova et al. 2013).

Apibendrinant, uzlasteliniy kontakty jtakos Iasteliy likima reguliuojanciy
kinaziy aktyvacijai/deaktyvacijai iSaiSkinimas yra svarbus veiksnys
prognozuojant vézio lasteliy atsaka j priesvézinj gydyma. Papildomai, tai
leisty selektyviai paveikti skirtingas Iasteles pagal jy fenotiping buikle ir vieta
kiine (gyvenancias kietame audinyje arba cirkuliuojandias prieSmetastaziniu
biidu). Svarbu pazyméti, kad naujos zinios taip pat yra reikalingos siekiant
apsaugoti normalias kamienines lgsteles suaugusiame organizme
chemoterapijos metu.
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1.2. MAPK

Nuo signalo perdavimo atradimo, kai fosforilintas baltymy tirozinas
staiga tapo nebe artefaktu, o Iastelei gyvybiSkai svarbiu jvykiu, buvo
identifikuota daugybé baltymy, pasizyminciy fosforilinimo fermentiniu
aktyvumu. Si fermenty grupé yra vadinama kinazémis. Kinazés,
fosforilinancios kity baltymy tirozino, serino ir treonino amino riigstis,
traktuojamos kaip perduodancios signalg ir vadinamos signalinémis
kinazémis. Jdomu tai, kad daugumos tokiy kinaziy fermentinis aktyvumas
atsiranda (arba Zymiai sustipréja) kai jos pacios yra fosforilinamos ir jvyksta
baltymo konformacijos pasikeitimas i§ neaktyvios j aktyvig. Tokiu budu
signalas, ypaC uzlastelinis, yra perduodamas bent keliomis pakopomis,
sudarant fosforilinimo kaskadas.

Tarp tuzino signaliniy kaskady (PKA, PI3K/AKT, PKC, JAK/STAT,
NFkB, LYN/SYK, mTOR ir kt.) yra ir uZlastelinio signalo reguliuojamy
kinaziy kelias RAS-RAF-ERK, reguliuojantis lIgsteliy dalinimasi,
diferenciacija bei i$gyvenima (atsparumg stresinéms aplinkybéms). Siam
signalo perdavimo keliui priskiriamos baltymy kinazés turi budingus
konservatyvius domenus, pagal kuriy homologijg galima atpazinti daugiau
kinaziy, priklausan¢iy mitogenais aktyvuojamy proteinkinaziy (MAPK)
superSeimai. Joje, nors ir persipyne, iSskiriami 3 pagrindiniai signaliniai
keliai: ERK, p38 ir JNK. Kiekvienas i§ pastaryjy baltymy turi po keleta
izoformy, kurios, kaip parodyta daugybe karty, gali atlikti bendras arba
i§skirtines funkcijas. ERK kinazé turi 8 izoformas (nuo ERK1 iki ERKS), p38
—a, B, v, ir 6 izoformas, JNK kinazé — 3 izoformas (JNK1/2/3) (E. K. Kim and
Choi 2010). Pvz., JNK Seimos baltymus koduoja trys genai (JNK 1/2/3), ir
JNK3 raiska registruojama tik keletoje zmogaus audiniy, tuo tarpu JNK1 ir
JNK2 raiska randama visuose audiniuose. Panas$i audiniui budinga izoformy
raiSka sutinkama ir p38 Seimoje: 4 genais koduojami baltymai ,,pasidaling*
tarp smegeny ir plauciy (beta), skeleto raumeny ir nervy (gama), bei kasos ir
gimdos (delta), tuo tarpu p38c baltymas sutinkamas visuose organuose ir
audiniuose (Yokota and Wang 2016). P38 ir JNK yra vadinamos streso
aktyvuojamomis baltymy kinazémis (SAPK). Yra Zinoma, kad membraniniai
lasteliy receptoriai, sgveikaudami su savo ligandais sukelia GDP j GTP
pasikeitimg mazo molekulinio svorio GTPazéje Ras, taip ja aktyvuodami, o
pastaroji, sudarydama kompleksus su Raf-1, PI3K, Ral baltymais, p120GAP
ir p190GAP, per zemiau einancias signalg perduodancias grandis aktyvina
visas tris MAP kinaziy Seimas (ERK, p38 ir JNK). Nors tai greiciau iSimtis
nei taisyklé, taciau yra duomeny, kad galutiniai MAP kinaziy taikiniai — geny
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raiSkos reguliatoriai (Elk-1, ATF-2) — gali baiti reguliuojami vienu metu keliy
skirtingy MAPK (Wada and Penninger 2004).

MAP kinaziy fermentinis aktyvumas yra ,,jjungiamas® jas fosforilinant
konservatyviame T-X-Y motyve. Sj aktyvinima atlicka dvigubo savitumo
(treonino ir tirozino) auksStesné MAP kinazé, kitaip vadinama MAPKK.
Pastargsias, savo ruoztu, fosforilina dar aukstesnés kinazés MAPKKK (arba
MAP3K), tuo btidu sudarant grandining trijy lygiy fosforilinimo kaskada, kuri
yra signalo perdavimo dalis (A1 pav.).

Antra vertus, nuolatinis fosforilinimas arba aktyvumas néra budingas ar
reikalingas lasteléje, todél MAP kinaziy iSjungimg atlieka dvigubo savitumo
fosfatazés, grazinanCios Sias signalines molekules | neaktyvig bisena
(Patterson et al. 2009). Taigi, fosfato grupés tinkamas prijungimas prie
signalinés molekulés arba fosfato nuémimas bei laiko intervalas, per kurj
jvyksta S$is ciklinis procesas, yra svarbiausi faktoriai, lemiantys ir
uztikrinantys vienok] ar kitokj lasteliy elges;j.

Tac¢iau MAP kinaziy tinklas néra paprastas ir aiSkus ta prasme, kad
fosforilinimas arba fosfato nuémimas lemty labai konkrety ir tiksly veiksma
lastelés cikle ar priimant kitokj elgesio sprendima. Daugybe tyrimy parodyta,
kad MAP kinaziy aktyvavimas jtakoja tokius lastelei svarbius ir skirtingus
momentus kaip iSgyvenimas, apoptozé, diferenciacija, proliferacija ar
migracija, todél ilgainiui buvo iSvystyta teorija, kad sprendimus lastelé priima
atsizvelgama | MAP kinaziy aktyvinimo trukme¢ bei stiprumg. Vienas i$
hipotetiniy Sio mechanizmo paaiskinimy (bent jau praeinanciam,
trumpalaikiam aktyvinimui) buvo pateiktas remiantis staigaus ankstyvojo
atsako geny (immediate early gene) produktais, tokiais kaip transkripcijos
veiksniai Fos, Jun, Fra, Myc bei Egr-1, kai pvz. nezenklus ERK aktyvumo
pakitimas labai zenkliai jtakojo Siy geny raiSka bei jy produkty stabiluma
(Murphy, MacKeigan, and Blenis 2004).

Nors atrodyty, kad MAPK kryzminis nesavitumas (gebéjimas vienai
kinazei fosforilinti kelis taikinius ir kelioms kinazéms turéti vieng bendra
taikinj) turéty aktyvinti ne vieng konkrety Zemesnj taikinj, o visus jmanomus
kinazés taikinius, vis délto signalo perdavimas yra labai tikslus ir didele dalimi
yra uztikrinamas pastoliniais (scaffold) baltymais, kurie, sgveikaudami i$
karto su 2 ar daugiau kaskados komponenty, o taip pat ir neSdami lokalizacijos
signalines sekas, uztikrina tvarkingg jvykiy vietg ir sekg (Garrington and
Johnson 1999).

MAPK signaliniy keliy tyrimai reikalingi ne tik paZinti lgsteliy elgesj
normaliomis sglygomis, pvz. organogenezéje ir Igsteliy diferenciacijoje, bet
taip pat ir suprasti, kaip ir kodél pasielgs lastelé reaguodama j stresines
aplinkybes, tame tarpe paveikus lgstele cheminémis medziagomis, tokiomis
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kaip pvz. vaistai. Tiek dél padidéjusio vaisty vartojimo visuomenéje, tiek ir
del padidéjusios aplinkos tarSos, o taip pat ir dél genetiniy individualaus
zmogaus polinkiy/ypatumy, MAP kinazés gali prisidéti prie audinius
sudaranciy lasteliy fenotipiniy pakitimy, kurie ilgainiui gali virsti létiniais
susirgimais. Sirdies/kraujagysliy ligos, vézys, diabetas, neurodegeneratyvai
susirgimai, reumatinis artritas — tiek gyviiny modeliuose, tiek pacienty
biopsijy tyrimai yra ne karta parode, kad sveikuose (kontroliniuose)
organizmuose MAPK fosforilinimas skiriasi nuo to, kuris stebimas patologijy
atvejais.

Remiantis auksciau iSvardintais faktais, baltymy fosforilinimo dirbtinas
reguliavimas/moduliavimas yra potenciali strategija lasteliy elgesiui
manipuliuoti.

Augimo faktorius 8 Uzdegima sukeliantys citokinai Stresas

A
@ @ <

(o) > gty <

G &
@ @ @
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Al pav. Supaprastinti MAPK signaliniai keliai. (A) ERK1/2 kelias (B) p38
kelias. (C) JNK kelias (Soares-Silva et al. 2016).

Yra zinoma, kad MAPK kaskados perduoda vidinius ar iSorinius signalus
nuo augimo veiksniy arba tarplasteliniy kontakty, taip pat adhezijos signalus,
kad perprogramuoty geny raiskg. Galutiniai MAP kinaziy taikiniai yra
transkripcijos veiksniai lgsteliy branduolyje. MAPK reguliuoja esmines
lasteliy funkcijas, tokias kaip proliferacija, iSgyvenimas, augimas,
metabolizmas, migracija ir diferenciacija. VéZiniuose susirgimuose signalai,
kuriuos sukelia mutave genai, apima jvairiy baltymy kinaziy aktyvinimg.
MAPK ERK signalinio kelio molekulés daznai aktyvuojamos dél jvairiy
onkogeniniy mutacijy ir aptinkamos daugelyje Zmogaus véZio atvejy. Zinomi
atvejai, kai mutacijos atsiranda paciame MAPK signaliniame kelyje.
Désninga tai, kad Zemiausiose grandyse, t.y. vaizdziai tariant arciau
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branduolio, mutacijos labai retos, o pradinése grandyse — ,,aréiau® Igstelés
membranos — mutacijos labai daznos (Yaeger and Corcoran 2019). MAPK (ir
AKT) signaliniai keliai laikomi pagrindiniais onkogeniniy signaly
perneséjais, ir taip dalyvauja vézio progresavime. Taip pat, MAPK
tarpininkauja lasteliy atsakui j prie§vézinius vaistus. Siy kinaziy signaly
dereguliacija daznai siejama su atsparumu gydymui.

1.3. Baltymy kinazé JNK

MAP kinazé JNK yra Zinoma kaip atsako j stresa kinazé ir daznai
dalyvauja sukeliant lasteliy Zitj. Zinoma, kad ji dalyvauja reguliuojant
pagrindines lgstelés funkcijas, tokias kaip proliferacija ir ziitis. JNK signalinio
kelio reguliacijos sutrikimai gali nulemti neurodegeneracinius, Sirdies ir
kraujagysliy sistemos, véZzinius ir kt. susirgimus. Pirmiausia, JNK buvo atrasta
kaip kinaze, susijusi su onkogenu cJun, t. y. fosforilinanti §j transkripcijos
veiksnj (i§ to ir pavadinimas — ,,cJun N-terminal kinase“, JNK), tatiau
pasirodé, kad JNK aktyvinasi ir ap$vietus UV spinduliais (dél to gavo antra
pavadinimg — streso kinazé). Tokiu biidu kilo jtarimas, kad stresas ir
onkogenezé gali biiti susij¢. Yra duomeny, kad JNK kelias gali dalyvauti
zmogaus vézio atsiradime. Pirmieji plauciy vézio streso kinaziy tyrimai
parodé JNK aktyvinimg klinikiniuose pavyzdziuose. Kiti tyréjai parodé, kad
JNK yra aktyvinta daugiau nei puséje tirty nesmulkialgstelinio véZzio biopsijos
pavyzdziy, ji dalyvauja zmogaus bronchy epiteliniy lasteliy navikinéje
transformacijoje (Khatlani et al. 2007). Padidéjes JNK fosforilinimas
nesmulkialastelinio plauciy vézio atvejais, palyginus su normaliu plauciy
audiniu, rodo jo galimg svarba ankstyvos plauciy vézio stadijos navikuose bei
vaidmenj bronchy epitelio onkogenezéje (Silvestre ir Mercedes, 2004). Iskelta
hipotez¢, kad JNK gali biiti diferencinés diagnostikos bioZymeniu, skirian¢iu
dvi nesmulkialgstelinio plau¢iy vézio formas — adenokarcinomg ir
plokcialgstelinj plauciy vézj, o tai yra svarbu gydant ligonius avastinu. JNK
streso kinazé yra svarbi plokscialastelinio vézio lasteliy diferenciacijoje bei
onkogeninéje transformacijoje (B. Liu et al. 2008)(Nitta, Badal, and Wong
2010). JNK, manoma, gali dalyvauti palaikant vézio kamieniniy lasteliy
savybes, kamieniSkuma (W. Song et al. 2014).

Ir priesingai, JNK1/2 gali slopinti onkogeneze, kas parodyta odoje,
zarnyne, kriityje, prostatoje ir hematologinéje sistemoje. Kaip apzvelgta (S.
Lee, Rauch, and Kolch 2020), abiejy JNK1 / 2 paSalinimas hepatocituose
paskatino vézio vystymasi, nors ir zivant lgsteléms, taCiau jsijungus
kompensacinei  iSgyvenusiy hepatocity  hiperproliferacijai. Be to,
priesuzdegiminé citokiny gamyba, kurig skatino JNK signalizacija kepeny
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imuninése lgstelése, prisidéjo prie Sio fenotipo, nes palaiké navikui naudingg
mikroaplinkg. Pana$iai, JNK1 ir JNK2 iStrynimas peliy modelyje skatino
genetinj nestabiluma ir sukelé platy naviko vystymasi. Yra nustatyta, kad INK
gali aktyvuoti autofagijos programa, kad sustabdyty apoptozg, arba inicijuoti
dalinimosi programg greta ziit] patiriancios lastelés (Ryoo and Bergmann
2012). Net gi teigiama, kad JNK1 labiau dalyvauja lgstelés iSgyvenimo
mechanizmuose, taip pat vézio skatinime, o JNK2 — apoptozés procese ir
vézio slopinime (Q. Wu et al. 2019). Maza to, JNK aktyviai dalyvauja
atsirandant atsparumui vaistams, kai gydoma j RAF (MAPK ERK signalinis
kelias) nukreiptais taikininiais vaistais (vemurafenibu, dabrafenibu,
encorafenibu), dalinai dél to, kad ERK ir JNK turi kelis bendrus fosforilinimo
taikinius, jskaitant cJun (S. Lee, Rauch, and Kolch 2020).

Taigi, JNK jvairiose Iastelinése sistemose gali vaidinti skirtinga
vaidmenj ir net vykdyti prieSingas funkcijas toje pacioje lasteléje (Q. Wu et
al. 2019)(Stulpinas et al. 2021). Todél, naudojant JNK moduliatorius létiniy
ligy terapijoje, manytina, kad svarbu issiaiSkinti skirtingo JNK veikimo
mechanizmus bei nustatyti galimus zymenis, leidzianCius prognozuoti JNK
vaidmenj lasteléje. JNK aktyvinimo ir veikimo lastelése charakteristikos bei
prognostiniai zymenys galéty biti svarbiis nustatant JNK signalinio kelio
molekuliy terapinj potenciala, individualizuojant su JNK susijusiy ligy
gydyma (Q. Wu et al. 2020).

JNK signalinio kelio tyrimai biomedicininéje literatiroje cituojami
daugiau negu 20.000 karty.

1.4. Ekstralastelinio signalo reguliuojama kinazé¢ (ERK)

Receptorinés tirozino kinazés (RTK) yra su MAPK keliu susijusios
kinazés, esancCios lasteliy plazminéje membranoje. Tai transmembraniniai
baltymai, iSorinéje dalyje saveikaujantys su specialiais ligandais, o vidinéje
dalyje, po ligando prijungimo, fosforilinantys su receptoriumi susijusius kitus
baltymus, esancius prie§ signalinj kelig. EGFR ir FGFR1 yra vieni i$
nedaugelio RTK pavyzdziy. RTK/RAS/RAF/MEK/ERK yra MAP kinazés
signalo perdavimo modulis, kuris yra vienas i labiausiai paplitusiy
onkogeniniy keliy ir yra biidingas daugeliui vézio formy, lemianciy véziniy
lasteliy transformacija ir nevaldoma jy augimg (Roskoski 2019a; Najafi,
Ahmadi, and Mortezaee 2019).

RAS yra maza GTPazé, kuri tarpininkauja sgveikoje su vir$ jos ir po ja
esanciais baltymais. RAS baltymai yra pritvirtinti prie vidinio plazminés
membranos pavirSiaus ir veikia kaip jungiklis tarp aktyvaus RAS-GTP ir
neaktyvaus RAS-GDP. RAS aktyvavime tarpininkauja RTK. Su GTP suristy
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RAS baltymy sgveika su RAF baltymais lemia RAF dimerizacija ir aktyvacija.
Ankstyvoje onkogenezés stadijoje RAS veikia kaip natiiralus barjeras véziniy
lasteliy susidarymui slopinti. Pagrindinés RAS onkogeninés mutacijos biina
HRAS gene, NRAS ir KRAS, ir pasireiskia daugelyje vézio rasiy, jskaitant 70
% kasos lataky adenokarcinoma, 40 % storosios Zzarnos ir 35 %
nesmulkialastelinj plauciy vézj (NSCLC; dazniausiai KRAS mutacija). RAF
genas koduoja ARAF, BRAF ir CRAF (arba RAF1). RAF aktyvacijai
vézinése lastelése reikalinga RAF dimerizacija, kuriai jvykti padeda su RAS
saveikaujantis domenas ir paties RAS dimerizacija (Najafi, Ahmadi, and
Mortezaee 2019). Navikai, sukeliami BRAF mutacijy, apima 90 % odos
melanomy, 10 — 70 % skydliaukés vézio (atsizvelgiant j histologija), apie 10
% storosios zarnos vézio ir 4 % NSCLC (Roskoski 2019b).

MEK yra dar viena MAPK signalinio kelio sudedamoji dalis. Sia grupe
sudaro dvi kinazés: MEK1 (MAP2K1) ir MEK2 (MAP2K2). MEK aktyvacija
(per fosforilinimg) skatina baltymy kinazés RAF izoformos. Aktyvi MEK
fosforilina ir aktyvina ERK1/2.

ERK priklauso MAPK superSeimai ir turi astuonias izoformas (nuo
ERKI1 iki ERKS), i kuriy geriausiai istirtos ERK1 ir ERK2. ERK1 ir ERK2
dalyvauja RAS/RAF/MEK/ERK aktyvacijos mechanizme. Sis mechanizmas
regulivoja jvairius procesus, jskaitant lasteliy sukibima, lasteliy ciklo
progresavima, lasteliy migracija, lasteliy iSlikima, diferenciacija,
metabolizma, proliferacija ir geny transkripcija (Meister et al. 2013). ERK gali
biti aktyvinta stimuliuojant su G baltymais susijusius receptorius (GPCR)
arba aktyvuojant augimo faktoriaus stimuliuojamus tirozino kinazés
receptorius (RTK). Po GPCR stimuliavimo, ERK gali buti aktyvinama
tiesiogiai per RAS/RAF/MEK kaskada, arba per augimo faktoriaus tirozino
kinazés receptoriaus transaktyvinima, pavyzdziui EGFR, dalyvaujant metalo
proteazei (A2 pav.).
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A2 pav. Galimi ERK aktyvinimo mechanizmai. ERK aktyvavimas gali vykti
dviem bidais, stimulivojant GPCR arba EGFR, kurie aktyvuoja
RAS/RAF/MEK baltymy kinaziy keliq. GPCR suaktyvinimas ne tik tiesiogiai
aktyvuoja RAS/RAF/MEK baltymy kinaziy kelig, taciau gali aktyvuoti EGF
kelig jjungus MMP ir su membrana susijusio ligando (HB-EGF) iSskyrimg,
kuris aktyvuoja EGFR (Roberts 2012).

Aktyvinta kinazé ERK gali fosforilinti arba sgveikauti su daugeliu (>
300) citozoliniy ir branduoliniy substraty, jskaitant vézio supresoriy p53 ir p90
ribosoming S6 kinaze RSK (Maik-Rachline and Seger 2016)(Achkar et al.
2018).

ERK signalinei kaskadai labai svarbi yra ERK molekuliy buvimo vieta.
Lastelei esant ramybés buisenoje, ERK yra randamas citoplazmoje, kurioje yra
daug inkariniy ir karkaso baltymy, kurie sgveikauja su ERK prijungimo
domenais ir neleidzia priartéti citoskeleto elementams, saugo juos nuo
organeliy pavirSiaus ir difuzijos citoplazmoje (Meister et al. 2013).

Svarbu paminéti, kad ERK kelyje yra neigiamas grjztamasis rySys (A3
pav.). Didele dalimi dél to, ] RAF ir MEK nukreipti vaistai-slopikliai sukelia
paradoksinj ERK kelio aktyvinimg ir nepasiteisina. Priesingai, yra siiiloma kai
kuriais vézio atvejais stimuliuoti ERK, kad vézines lastelés zuty (Kanda et al.
2021).
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A3 pav. ERK signalinis kelias veikia kaip neigiamo grjztamojo rySio
stiprintuvas (NFA). A. Scheminis ERK kelio vaizdas su apytiksliais kelio
komponenty, paprastai randamy lgstelése, stechiometrijomis ir nurodytais
neigiamais griztamais rySiais. B. Standartinio stiprintuvo ir NFA palyginimas.
Formuleé, susiejanti jvestj (u) su iséjimu (y), rodo, kad NFA isvestyje
dominuoja griztamojo rySio stiprumas (F), o ne stiprinimas (4). C. Grjztamo
slopinimo modelis rodo, kad ERK kelio signalinio kelio jautrumas didelis, bet
stiprumgq padidinti yra sudétinga (S. Lee, Rauch, and Kolch 2020).

ERK1/2 signalinio kelio tyrimai biomediciningje literatiroje cituojami
daugiau negu 30.000 karty.

1.5. AKT molekulé ir signalo perdavimas

Serino/treonino kinazé AKT yra Zinoma kaip baltymy kinazé¢ B (PKB),
turinti tris izoformas (AKT1, AKT2 ir AKT3). AKT! yra pagrindinis
fosfolipidy PIP; signalinio kelio komponentas. Siame tinkle PIP; lygj
kontroliuoja PI3K ir fosfatazé PTEN. AKT1 reguliavime dalyvauja
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fosfolipidas PIPs, kuris perkelia AKT1 j plazming membrang, kur ja veikia dvi
baltymy kinazés — mTORC?2 ir PDK1, kurios fosforilina AKT1 atitinkamai C
gale (Ser473) ir aktyvacijos kilpoje (Thr308). Dvigubas AKT1 fosforilinimas
lemia padidéjusj AKT kinazés aktyvuma, nukreipta j baltymy substratus,
iskaitant GSK3, mTOR ir FOXO1/3a. AKT aktyvumas gali skatinti Igsteliy
augima, blokuoti apoptoze ir tarpininkauti insulino atsake (Chu et al. 2018).

Nenormalus fosfatidilinozitol-3-kinazés (PI3K) aktyvinimas buvo
patvirtintas kaip esminis zingsnis atsirandant ir vystantis Zzmogaus navikams.
AKT yra serino-treonino kinazé, aktyvuojama augimo faktoriy arba
iSgyvenimo faktoriy per PI3K, kad buty skatinamas lgsteliy augimas ir
i8likimas. Jprasta kelio aktyvacija atsiranda dél skirtingy ir (arba) vienas kita
papildanc¢iy biologiniy jvykiy, jskaitant (a) konstitutyviai aktyvinancias
mutacijas arba receptoriy tirozino kinaziy (RTK) amplifikacijg; (b) PI3K
amplifikacija; (c) PIK3CA geno, koduojancio pl10a katalizinj subvieneta,
aktyvinan¢ias mutacijas; (d) kinazés AKT padidinta raiska; (¢) pS3 geno
fosfatazés ir tenzino homologo (PTEN), endogeninio neigiamo PI3K kelio
reguliatoriaus, praradimg arba iSaktyvinancias mutacijas; arba f) nuolatinj
mutavusiy RAS onkogeno formy pritraukimg ir aktyvinimg. Viena svarbi
PI3K funkcija lastelése yra apoptozés slopinimas, o0 AKT tarpininkauja Siems
nuo PI3K priklausomiems lgsteliy iSgyvenimo signalams. AKT yra
antiapopozinis daugelio skirtingy lasteliy mirties dirgikliy veiksnys, jskaitant
oksidacinj ir osmosinj stresg, Svitinimg ir gydyma chemoterapiniais vaistais,
bei iSeminj Soka; jos aktyvacija ir per didelé raiska daznai siejama su
atsparumu chemoterapijai ar radioterapijai. Tokias funkcijas patvirtino
tyrimai, kuriuose PI3K slopikliai pajautrino lgsteles vaistams, taip pat ir PTEN
padidinta raiska bei dominuojantys neigiami AKT geno mutantai (Hirai et al.
2010). Zinomos mutacijos (daznis apie 1%) ir pa¢iuose AKT koduojanéiuose
genuose (Hua et al. 2021).

AKT kartu su PI3K yra pagrindiniai AKT signalinés kaskados elementai,
geriau zinomi kaip PI3K/AKT signalo perdavimo kelias, kuris skatina Igsteliy
iSgyvenamuma ir augima, reaguojant j uzlastelinius signalus (Arcaro and
Guerreiro 2007). AKT signaliné kaskada gali biiti aktyvinama receptorinémis
tirozino kinazémis, integrinais, B ir T Ilasteliy receptoriais, citokiny
receptoriais, su G baltymu susijusiais receptoriais ir kitais aktyvatoriais, kurie
skatina PIP; gamyba (Sasaki, Yamashita, and Kuniyasu 2015; Davis,
Lehmann, and Li 2015).

Aktyvus AKT sukelia specifinj citozolio ir branduolio substraty, tarp jy
PRAS40, glikogeno sintazés kinazés 3B (GSK 3f), su apoptoze susijusius
BCL-2 Seimos baltymy ir FOXO baltymy fosforilinimg. Be to, AKT
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fosforilina ir slopina baltymg TSC2, sukeliant Zinduoliy rapamicino taikinio
(mTOR) aktyvacija (A4 pav).

Pagrindinis neigiamas S§io signalinio kelio reguliatorius yra PTEN
(fosfatazés ir tenzino homologo) lipidiné fosfatazé, kuri pavercia PIP3 j PIP,,
paSalindama 3' fosfata i§ PIP3. PI3K/AKT kelias neigiamai kontroliuoja PTEN
transkripcijos lygyje, regulivodamas transkripcijos faktoriy NF-kB ir naviko
nekrozés faktoriy a (TNFa), kuris savo ruoztu slopina PTEN raiska (M
Shariati 2019).

PIBK/AKT/mTOR signalinis kelias atlicka svarby vaidmenj reguliuojant
jvairias lgsteliy funkcijas, jskaitant lasteliy augima, dydj, proliferacija,
iSgyvenimg, gliukozés metabolizma, genomo stabiluma, transkripcijg ir
baltymy sintezg¢ (A5 pav.). Viena i$ pagrindiniy funkcijy yra skatinti augimo
faktoriaus sukeliamg Igsteliy proliferacija, iSgyvenima ir slopinti apoptoze
(Bellacosa et al. 2005; NITULESCU et al. 2016).
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Angiogenezé ‘ Lasteliy augimas, baltymy sintezé ‘ |La_ste]i1.1 ciklo 5ustabd}-‘mas| Apoptozé
A4 pav. Pagrindinés molekulés, dalyvaujancios PI3K/AKT signaliniame
kelyje (M Shariati 2019).
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A5 pav. Melodija, isgaunama akordeonu, yra kompleksinis signalo dazninés
moduliacijos, dinamikos, stiprumo ir bosy derinys. Panasiai, PI3K/AKT
signalinis kelias, reaguodamas j aplinkos parametrus bei j momenting viding
situacijq (lgstelés tipas, vystymosi stadija, mutacijy pobiidis), gali nukreipti

lgstelés funkcionavimgq jvairiomis kryptimis. (Madsen and Vanhaesebroeck
2020)

AKT signalinio kelio tyrimai biomediciningje literatiroje cituojami
daugiau negu 80.000 karty.

1.6. Atsparumas vaistams ir to priezastys

Vis labiau suprantama, kad atsparumas véziui atsiranda beveik visiems
pacientams, neatsizvelgiant ] naudojama terapija (tikslinius/taikininius
vaistus, chemoterapija, spindulinj gydyma ar imunoterapija) (A6 ir A7 pav.).
Tas pat galioja ir plauc¢iy véziui (Neel and Bivona 2017)(Majeed et al. 2021).
Tiriant plauciy vézio lasteliy linija PC9 pastebéta, kad nedidele dalis, apie
~0,3 % pradinés populiacijos, lasteliy iSgyveno paveikus mirtina EGFR
inhibitoriaus erlotinibo doze. Si létai besidalinanti, ramybés biisenoje esanti
lasteliy subpopuliacija laikui bégant vél pradéjo proliferacija esant erlotinibui.
Manoma, kad ,,ramybés buseng™ reguliuoja histony demetilazés. Tas pat
stebéta ir kity plauciy vézio, melanomos, storosios zarnos vézio ir kriities
vezio lasteliy linijose, veikiant jvairiais vaistais (cisplatina, EGFR
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inhibitoriais, RAF inhibitoriumi ir MET inhibitoriumi) (Cabanos and Hata
2021). Atsparios lastelés gali egzistuoti prie§ gydyma vaistais; taciau
epigenetinis perprogramavimas gali biti labai svarbus, kai vaistams atsparios
biisenos yra funkciskai heterogeniskos, kintancios ir laikinos, prieSingai nei
stabilesnis atsparumas vaistams, atsirandantis dél genetiniy pakitimy.
Atsparumas vaistams — sudétingas procesas. Naviko atsparumo prieZastys gali
buti tiek vidings, tiek iSorinés, ir jis vystosi naudojant daugybe skirtingy
mechanizmy. Misy publikacijoje (Stulpinas et al. 2020) apzvelgti ir aptarti
atsparumo atsiradimo galimi mechanizmai (genetiniai ir negenetiniai,
veikiantys kartu ar atskirai), taip pat priezastiniai veiksniai, jtakojantys $j
procesa bei biidai, suteikiantys §j atsparuma lasteléms.

e

Metastazé\/ By /Chemoterapija

, . Pradinis & 32,
> . @05 auglys /X7 I8

Taikininis gydymas A Taikininis gydymas B

A6 pav. Kad ir kaip begydytum vézj, nesékmé garantuota? (Hahn, Bader,
Braun, Califano, Clemons, Yoda, et al. 2021)

Navikai sudaryti i§ nevienalytés vézio lasteliy populiacijos, nesvarbu,
fenotipiskai ar genetiSkai, vézys pasizymi lgsteliy heterogeniskumu tiek
erdvéje, tiek laike. Net po piktybinés transformacijos vézio lasteliy klonai
i8lieka dinamis$ki ir toliau kaupia mutacijas, keiCiasi jy fenotipinés savybés.
Vienas i§ fenotipo poky¢iy mechanizmy yra EMT (epitelinis mezenchiminis
virsmas). Kartu atsiranda ir nevienodas jautrumas gydymui, virstantis
atsparumu vaistams.

Heterogeniskumui paaiSkinti buvo pasitlyti jvairiis modeliai. Klony
evoliucijos, arba mutacijy, modelis teigia, kad somatinés mutacijos
stochastiniu btidu atsiranda jvairiuose naviko klonuose skirtingose vietose ir
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skirtingose ligos stadijose. Dél $iy mutacijy atsiranda skirtingi augimo
modeliai ir susidaro erdvinis-laikinis naviko heterogeniskumas. Kloninés
evoliucijos modelyje (kuris yra tiesinis arba Sakotas) naviko lasteliy jgytos
genetinés mutacijos lemia jy pakitusj fenotipa ir atsparumo gydymui
skirtumus. Siuos biologiniy savybiy skirtumus paveldi atskiri vézio lasteliy
klonai. Tokiu biidu genomo nestabilumas lemia lasteliy kitima, taip pat igyta
atsparuma. Sia teorija §iuo metu daugiau remiamasi, kuriant vaistus
konkre¢iam baltymui, turin¢iam konkrecia mutacija.

Tyrimy iSvados rodo, kad genetiniy, epigenetiniy ir funkciniy
mechanizmy derinys prisideda prie vézio heterogeniskumo ir skirtingo
jautrumo priesvéziniam gydymui. Véziniy lasteliy buseny heterogeniskumas
yra susijes su skirtingu atsparumu vaistams, vézio progresavimu ir vézio
kamieninémis lastelémis. Be to, jis dinamiskai keiciasi laikui bégant ir kartu
su terapijos keitimu.

Vézio kamieniniy lasteliy (CSC) modelyje teigiama, kad CSC
egzistuoja skirtinguose i$sivystymo lygiuose ir turi skirtingus fenotipus, todél
néra universaliy CSC zymeny navike (Nimmakayala, Batra, and Ponnusamy
2019). Jos tiek genetiskai, tiek fenotipiskai, yra nevienalytés ir
identifikuojamos kaip maza vaistams atspariy, galimai navika inicijuojanciy
lasteliy populiacija, sudaranti maziau kaip 1% naviko lgsteliy. Nepaisant to,
CD44, CD90, CD133 yra laikomi susijusiais zymenimis, kurie galimai nurodo
kamienines vézines lgsteles (Dzobo et al. 2021). Naujausi duomenys rodo, kad
vézio progresavimo metu pastebimas laipsniskas diferencijuoto fenotipo
lasteliy praradimas ir tuo pat metu Iasteliy su kamieniniy lasteliy savybémis
skai¢iaus padidéjimas. Lastelés su dediferencijuotu fenotipu labiausiai
iSrySkéja metastaziy metu. Reaguodamos i jvairius veiksnius, tokius kaip
zaizdos, stresas ar hipoksija, diferencijuotos vézio Iastelés gali
dediferencijuotis j kamienines. Grjztamieji peréjimai tarp CSC ir ne-CSC
navike lemia jo heterogeniskuma.

Kita teorija, vadinamasis fenotipinis plastiSkumo modelis, leidzia
manyti, kad vézio lastelés geba perjungti jvairias transkripcijos programas,
todél jvyksta fenotipinis ir histologinis virsmas. Siame modelyje, skirtingai
nuo klony evoliucijos ir kamieniniy Igsteliy teorijy, molekuliniai poky¢iai yra
griztami. Todél kartais yra svarbu nustatyti jvairiy geny, atsakingy uz EMT
virsmus, mRNR rai§ka konkreciais laiko momentais. EMT stebimas ir
klinikoje pacientams, jgyjantiems atsparumg vaistams.

EMT procesai yra reguliuojami atsakant j aplinkos pokycius, kurie
aktyvina tiek kanoninius, tiek vystymosi signalinius kelius, o §ie skatina
transkripcijos veiksniy, vadinamy EMT ,,pagrindiniais reguliatoriais* raiska,
taip pat epigenetinius ir potransliacinius reguliatorius. Tai apima SNAIL ir
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ZEB transkripcijos faktoriy $eimy narius. Jvair@is signaliniai keliai, pvz.,
Wnt/B-katenino kelias arba AKT/STAT3, prisideda prie EMT. Epitelinio-
mezenchiminio peréjimo metu susidaro platus hibridiniy
epitelio/mezenchiminiy lasteliy biiseny spektras, jungiantis epitelio ir
mezenchiminius pozymius.

Vis labiau suprantama, kad naviko lasteliy plastiSkumas gali paveikti
gydymo rezultatus. EMT suteikia véZzio lastelése atsparuma lasteliy mirciai,
kurig sukelia jvairiis veiksniai, jskaitant jprastus, taikininius ir imunologinius
vaistus (A7 pav.).
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AT pav. Optimalus ERK signalas yra biitinas naviko augimui. (a) Pirmosios
kartos RAF slopikliai paradoksaliai aktyvino ERK signalg véZio lgstelése,
kuriose nustatytas aktyvus/mutuotas RAS, ir tik labai didelés vaisto dozés
veiké. (b) Vaistams atspariis navikai priklauso nuo vaisto, kad augimas biity
optimalus, todél vaisto paSalinimas sulétina naviko progresavimgq. (c) ERK
signalo stipris yra esminis raktas j (b) paveiksle parodytq fenomeng gydant
RAF slopikliais ir gydymq nutraukus. RAF inhibitorius grgzina ERK
signalizavimg j optimaliq zong, todél gydymas vél gi neefektyvus.
(Degirmenci, Wang, and Hu 2020)
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Vézio lasteliy sgveika su stromos ir kitomis aplinkos Igstelémis Zinoma
kaip tiesioginés lasteliy sgveikos lemiamas atsparumas vaistams. Vienos i$
labiausiai tiriamy tos aplinkos lasteliy, suteikianciy atsparuma, yra su véziu
asocijuoti fibroblastai (CAF, cancer associated fibroblasts). [vairls tirpiis
mediatoriai tokie kaip citokinai, augimo veiksniai, sekretuojami véZzio
aplinkos lasteliy, taip pat dalyvauja vézio lasteliy reguliacijoje, vézio
progresijoje ir svarbiausia dalyvauja suteikiant vézio lgsteléms atsparumag
terapijai. Cia taip pat svarby vaidmenj vaidina su véZiu asocijuoti fibroblastai.
Yra manoma, kad mezenchiminés kamieninés lgstelés nepakankamai
jvertintos jy vaidmens vézio vystymesi poziiiriu (Lazennec and Lam 2016).
Kita vertus, prieSvéziniai vaistai kartais veikia netiksliai ir Ziina sveikos,
suaugusio organizmo kamieninés lgstelés, nes kamieninés ir vézinés lgstelés
turi daug panasiy bruozy (Hook 2012)(Kalvelyte et al. 2013). Teigiama, kad
didzioji dalis naujy prieSvéziniy vaisty kandidaty nepasiekia II ir III klinikiniy
tyrimy stadijos dél toksisSkumo S§irdziai, kepenims, kraujodarai, odai ir kt.
(Basak et al. 2021)(D. Sun et al. 2022).

Uzlgstelinis matriksas taip pat yra didele dalimi atsakingas uz
heterogeniniy lasteliy, kurios pasizymi ir skirtingu atsaku/jautrumu
prieSvéziniams poveikiams, populiacijos atsiradimg. Dél jo dinamiskumo
vézinése lastelése per adhezijos baltymus aktyvuojami skirtingi signaliniai
keliai. Atskira vézio tyrimy kryptis — cirkuliuojancios vézio lastelés,
praradusios uzlastelinius kontaktus su substratu, ir pavieniui ar sankaupose
(klasteriuose) keliaujan¢ios po visg organizmg. Jose signaliniai keliai ir
metabolizmas yra skirtingi nuo pirminio naviko (Jong, Chan, and Nedelcu
2019a). Manipuliavimas chemoterapiniy vaisty sukeltu signalizavimu,
i§saugant navikinio audinio heterogeniskuma, yra perspektyvi taikininio vézio
gydymo strategija.

Vézinéms lasteléms yra budingi kartu suaktyvinti MAPK/ERK ir
PI3K/AKT keliai. PI3K suaktyvavimas yra jprastas atsiradusiy véziniy
lasteliy atsparumo mechanizmas, o PI3K slopikliai gali biiti naudojami
véziniy lasteliy jautrumui padidinti. Nepaisant to, aktyvinimas kompensacinio
signalinio kelio, kaip atsakas j slopinima pagrindinio taikinio, yra vienas i$
vaistais slopinamas tik vienas, o ne abu signaliniai keliai (Manstein et al.
2014)(J.-Y. Kim et al. 2016).

1.7. Taikiniy terapija

Taikininé terapija vienas naujausiy gydymo metody. Ji naudojama ne tik
veézio, bet ir kity sutrikimy gydymui ir profilaktikai. Dabartiné vézio terapijos
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kryptis — peréjimas nuo nespecifiniy citotoksiniy vaisty prie racionaliai
kuriamy ir j konkrecig molekule¢ nukreipty, salygojanciy didesnj efektyvuma
ir maZesnius pasalinius efektus, junginiy. Tam biitina suprasti véZio biologija
bei nustatyti ligos ,,aktyviuosius“ molekulinius taikinius. Taciau naudojant $ig
terapijg yra reikalinga i§sami taikiniy bei taikininiy vaisty analizé konkreciose
letiniy ligy sistemose bei individualiais atvejais. Pvz., streso kinazés JNK
dalyvauja tokiy létiniy neinfekciniy susirgimy kaip Sirdies ir kraujagysliy
ligos, cukrinis diabetas, neurodegeneracinés ligos, piktybiniy naviky
atsiradime.

Viena i$ esminiy vézinés lgstelés savybiy yra apoptozés sutrikimas, todél
lastelés ziitj reguliuojancios signalinés molekulés yra vienas i$ pagrindiniy
taikiniy Siuolaikinéje vézio terapijoje (Agostini, Tucci, and Melino 2011)
(Petak, Houghton, and Kopper 2008). 2020 metais net aStuoni baltymy kinaziy
slopikliai buvo patvirtinti FDA vézio gydymui (Cicenas and Raciené 2021).

Placiai zinomas mitogeny aktyvinamy baltymy kinaziy (ERK, JNK ir
p38) kaskady, dalyvavimas perduodant Igsteliy Zuvimo/i§gyvenimo signalus
leidzia atskiras kinazes naudoti kaip taikinius terapijoje (Dhillon et al. 2007).
Randasi vis daugiau duomeny apie JNK vaidmen]j neurodegeneratyviniy
susirgimy vystymesi. Tyrimai rodo, kad pakitimai JNK kelyje yra susije su
neurony ziitimi Parkinsono ir Alzheimerio susirgimy atveju, todél JNK galéty
buti taikiniu siekiant sustabdyti neurodegeneracinius procesus (Waldmeier
2007).

Baltymy kinazés JNK kelias yra zinomas kaip atsako j stresg signalinis
kelias. Jis taip pat dalyvauja ir reguliuojant fiziologines lgstelés funkcijas, o
jo reguliacijos sutrikimai apsprendzia daugelj létiniy susirgimy. Baltymy
kinaziy tyrimai Zmogaus véZio atveju parodé¢ galimas mutacijas JNK
signaliniame kelyje, o geny raiSkos tyrimai klinikiniuose prostatos vézio
pavyzdziuose parodé JNK kelio komponenty raiskos padidéjima (Wagner and
Nebreda 2009). Literatiiroje yra zinomas JNK slopikliy terapinis potencialas:
JNK slopinimas pasizymi prieSvéziniu veikimu kiausidziy vézio, galvos ir
kaklo plokscialastelinés karcinomos atvejais. JNK kinaziy moduliatoriai yra
laikomi ateities vaistais gydant vézj, diabeta, Sirdies ir kraujagysliy sistemos
ligas (Cicenas et al. 2017)(Weston and Davis 2007) (Harper ir Grass, 2001;
Yao ir kt, 2009; Milano, 2007). Tiek in vitro, tiek in vivo sistemose parodytas
JNK dalyvavimas skatinant nesmukialgstelinio plauciy vézio lasteliy
proliferacija bei stabdant jy Zitj, o taip pat ir sinerginis JNK bei PI3K/Akt
veikimas, apsaugantis vézines Igsteles nuo terapiniy poveikiy (H. Y. Lee et al.
2005).

Informacinés technologijos daro pazanga, ir reikia pasidziaugti, kad
randami vis nauji junginiai, efektyviai slopinantys jvairius svarbius
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molekulinius taikinius. Pvz. onkogenas RAS tris deSimtmecius buvo laikomas
su sotorasibu, G12C KRAS mutacija neutralizuojanciu junginiu. Deja, kaip
monoterapija ar deriniuose $is ir panasus slopikliai tik trumpam prislopina
vézio progresavima, ir nors gali biiti vadinami ,,vaistais®, bet nuo ligos
neiSgydo (Punekar et al. 2022).

Pastaraisiais metais vaistai, skirti PI3K ar AKT slopinimui, buvo placiai
kuriami ir yra i$bandomi klinikiniy tyrimy metu. Siuo metu, FDA yra
patvirtinusi tris $io signalinio kelio slopiklius folikulinés limfomos gydymui:
idelalisiba, copanlisibg, ir duvelisiba (Coleman et al. 2021),
nesmulkialasteliniam plauciy véziui gydyti klinikiniuose tyrimuose buvo
ipatasertibas ir perifosinas, taciau tyrimai buvo nutraukti. Ne tik Sio signalinio
kelio, bet ir taikininés terapijos apskritai trikumas yra susijes su saugumo
problemomis. Nors tikétasi, kad toks gydymas turéty buti netoksiskas
normalioms lgsteléms, kurios neturi priklausomybés nuo onkogeno, visgi
daznai matomas didelis Salutinis poveikis. Selektyvumas buvo laikomas
taikininés terapijos pranasumu, lyginant su jprastine chemoterapija; nepaisant
to, viduriavimas, kepeny, inksty ir odos problemos, aukstas kraujo spaudimas,
autoimunings reakcijos, taip pat antriniai augliy atsiradimai gali biiti taikininio
vézio gydymo pasekmés (Kalvelyté et al. 2017b). Papildomai, didelis ir gan
greitai atsirandantis atsparumas Siems vaistams riboja taikininiy vaisty
priesnavikinj veiksmingumg (Faes and Dormond 2015).

Kapivasertibas (AZD5363) (A8 pav.) yra ATP konkurencinis slopiklis,
slopinantis visas tris AKT izoformas (AKT1, AKT2, AKT3). Ikiklinikiniy
tyrimy metu, buvo parodyta jog, kapivasertibas slopina PRAS40 ir GSK3
(AKT substraty), taip pat S6 ir 4EBP1 fosforilinima, taciau tai padidina AKT
fosforilinimg j Ser473 ir Thr308 (Maryam Shariati and Meric-Bernstam
2019). Naujausiais duomenimis, kapivasertibas gali biiti laikomas nevisiskai
savitu slopikliu dél stai tokiy IC50: 3 nM (Aktl), 7 nM (Akt2), 7 nM (Akt3),
6 nM (p70S6K), 7 nM (PKA), 60 nM (ROCK?2) (Tsai et al. 2022).
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A8 pav. Slopikliy-vaisty cheminés struktiiros.

Klinikinio tyrimo metu, kapivasertibas buvo skiriamas pacientams,
turintiems navika su AKT mutacija (AKT1 E17K), jskaitant ER
teigiama/trigubai neigiamg kraties, kiausidziy, plauciy, prostatos ir storosios
zarnos vézj. Buvo pastebéta, jog kapivasertibas, kaip atskiras vaistas, dave
dalinj atsaka dviem atvejais — krities ir kiausidziy véziu, abu su AKT1 E17K
mutacija (M. Song et al. 2019a). Be to, metastazavusio trecios stadijos krities
vézio kombinuotas gydymas kapivasertibu su paklitakseliu parodé ilgesnj
iSgyvenamuma, be tolimesnio ligos progresavimo ir reikSmingg bendro
iSgyvenamumo padidéjima (Maryam Shariati and Meric-Bernstam 2019b).
Naujausiais duomenimis (2022 spalio 26 d.), kapivasertibas derinyje su
fulvestrantu/Faslodex CAPItello-291 Phase III klinikiniame tyrime pasirodé
patikimai pailginantis pacienty iSgyvenamumga tam tikrais kriities véZio
atvejais https://www.astrazeneca.com/media-centre/press-

releases/2022/capivasertib-phase-iii-trial-met-primary-endpoints.html.

Idelalisibas (GS-1101, CAL-101, Zydelig®) yra lengvai | lgsteles
patenkantis, mazos molekulinés masés baltymo PI3K delta izoformos (p1109)
slopiklis. Slopindamas PI3K6 baltyma, idelalisibas blokuoja kelis Igsteliy
signalinius kelius, palaikancius B lasteliy gyvybingumg. Idelalisibas yra
pirmasis PI3K slopiklis, kurj patvirtino JAV maisto ir vaisty administracija.
Gydymas idelalisibu skiriamas esant recidyvuojancios/refrakterinés létinés
limfocitinés leukemijos, folikulinés limfomos ir mazos limfocitinés limfomos
atvejais (Schlenk and Kayser 2018).

Siuo metu yra keturi MEK1/2 slopikliai, patvirtinti kaip priesvéZiniai
vaistai: trametinibas (2013 m.), kobimetinibas (2015 m. melanomai),
binimetinibas (2018 m. melanomai), selumetinibas (2020 m. neurofibromai),
kurie buvo iSbandyti su daugeliu skirtingy vézio rusiy, jskaitant plauciy
NSCLC. ERK1/2 slopiklis SCH772984 yra naujas, daug Zadantis junginys
ikiklinikiniuose tyrimuose. Taip pat Siam keliui blokuoti naudojamas EGFR
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slopiklis erlotinibas, kuris daZniausiai yra kombinuojamas Kkartu su
selumetinibu arba trametinibu (Stinchcombe and Johnson 2014).

Selumetinibas (AZD6244; ARRY-142866) yra lengvai | lasteles
patenkanti, maza molekulé, veikianti kaip stiprus, selektyvusis ir ATP
nekonkurentinis (jungiantis MEK greta ATP suriSimo vietos) MEK1/2
slopiklis.

Ikiklinikinis NSCLC pelés modelis su KRAS mutacija parodé stipry
naviko augimo slopinima. Sis poveikis susijes su reikimingu fosforilinto ERK
vidulgstelinio lygio sumaz¢jimu (Metro et al. 2013). Yra keletas labai
s¢kmingy ne NSCLC selumetinibo tyrimy, kuriuose dalyvavo, pvz., pacientai,
sergantys su 1 tipo neurofibromatoze susijusiais navikais, ir vaikai, sergantys
zemo laipsnio BRAF sukeltomis gliomomis (Imyanitov et al. 2020).

Svarbu tai, kad keli ikiklinikiniai tyrimai, atlikti tiek in vitro, tiek in vivo,
naudojant Zmogaus ksenograftiniy naviky modelius, parodé, kad
selumetinibas gali buti veiksmingesnis, kai jis derinamas su kitais
prieSvéziniais preparatais, jskaitant standartinius citotoksinius vaistus ir nauja
taikiniy terapijg. Selumetinibo ir docetakselio poveikis yra sinerginis Zmogaus
ksenograftiniy naviky modelyje (Casaluce et al. 2017; Metro et al. 2013).
Taciau selumetinibo naudojimas kartu su tirozino kinaziy slopikliais
(erlotinibu, osimertinibu, afatinibu) pasizyméjo daugiau sunkiais Salutiniais
poveikiais, nei pailgino pacienty gyvenimo trukme¢ (Han et al. 2021).

Trametinibas (GSK212) yra stiprus ir selektyvus, lengvai i lasteles
patenkantis, alosterinis MEK1 ir MEK2 slopiklis, kuris stipriai slopina
ERK1/2 aktyvacija jvairiose véZziniy lgsteliy linijose ir ksenograftiniy naviky
modeliuose. Trametinibas specifiSkai jungiasi su MEK1 ir MEK2, todél
slopinamas augimo faktoriaus salygotas lasteliy signalinis kelias ir lgsteliy
proliferacija jvairiuose vézio ruSyse. 2013 metais trametinibas buvo
patvirtintas JAV maisto ir vaisty administracijos, kaip MEK slopiklis BRAF
V600E mutacijoms (Wright and McCormack 2013; Heigener, Gandara, and
Reck 2015; Banks et al. 2017).

Ikiklinikiniai nesmulkialgstelinio plauciy vézio lgsteliy linijos tyrimai
parodé¢, kad naviko lastelése, turinCiose BRAF V600E mutacijg, BRAF ir
MEK slopinantys vaistai (vienas i jy yra trametinibas) monoterapijos budu
jas veikia proapoptoziskai (Weart, Miller, and Simone 11 2018).

Trametinibas buvo naudojamas kartu su chemoterapiniais vaistais
docetakseliu arba pemetreksedu, pacientams, kuriems anksCiau jau buvo
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taikytas gydimas prie$ pazengusia NSCLC su KRAS mutacija. (Jeanson et al.
2019).

Erlotinibas yra chinazolino darinys, kuris yra labai selektyvus ir ATP
konkurentinis (blokuoja ATP jungimosi vieta) EGFR tirozino kinazés
slopiklis. Jis grjztamai prisijungia prie EGFR tirozino kinazés vidulastelinio
katalizinio domeno, taip slopindamas EGFR fosforilinimg ir blokuodamas
signalo perdavimg ir naviko augimg susijusj su EGFR aktyvacija (Shriman
and Jain 2019; T. C. Liu et al. 2017). 2004 mety lapkricio 18 dieng erlotinibas
buvo JAV maisto ir vaisty administracijos patvirtintas nesmulkialgsteliniam
plauciy véziui gydyti (Cohen MH, Johnson JR, Chen YF, Sridhara R 2005).

SCH772984 yra indazol-pirolidino darinys (A9 pav.) SCH772984 yra
unikalus ERK1/2 slopiklis, nes jis ne tik jungiasi ir slopina ERK1/2 kinaze,
bet ir prisijunggs prie ERK1/2 sukelia konformacinius poky¢ius, uzkirsdamas
kelia ERK1/2 fosforilinimui. SCH772984 taip pat sukelia ilgalaikj ERK1/2
signalo perdavimo efektoriy slopinima, laiking MEK sukelto ERK
fosforilinimo slopinima, sumazina lgsteliy proliferacija ir padidina jy
apoptozg (Moschos et al. 2018).
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A9 pav. SCH772984 cheminé struktiira
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1.8. Kombinuotas AKT/ERK slopinimas

MAP kinazé ERK ir baltymy kinazé¢ AKT yra zinomos kaip lasteliy
iSgyvenimo kinazés, vézio atveju jos perduoda lasteliy proliferacijos ir
iSgyvenimo signalus. ERK svarbus Iasteliy migracijoje, iSgyvenamume,
diferenciacijoje, metabolizme, proliferacijoje ir geny transkripcijoje.
PI3BK/AKT kelias taip pat dalyvauja svarbiose fiziologinése funkcijose,
tokiose kaip lasteliy iSgyvenamumas ir augimas, reaguojant j uzlgstelinius
signalus. Daugeliu vézio, tarp jy ir plauciy, atvejy yra zinomi §iy signaliniy
keliy komponenty onkogeniniai persitvarkymai, dél ko lasteliy dalinimasis
tampa nereguliuojamas (Hedayat, Jafari, and Majidi Zolbanin
2022)(Smorodinsky-Atias, Soudah, and Engelberg 2020)(Zhang et al. 2017)
(Mundi et al. 2016)(Lee, Jr. et al. 2008)(McCubrey et al. 2012). Todél jy kaip
taikiniy naudojimas plauciy vézio atveju abejoniy nekelia (M. W. Lee et al.
2011) (Akca et al. 2011)(M. Song et al. 2019b).
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Kadangi vézj sukelia genetinés mutacijos, genetiniy naviko pozymiy
nustatymas yra labai svarbus vézio gydymui. Taciau daugéja jrodymy, kad net
taikininé terapija, kai vaistas neutralizuoja konkrecios onkogeninés mutacijos
pasekmes, yra veiksminga tik trumpg laika, ir pacientas iki galo nepasveiksta.
Nors daznu atveju taip atsitinka dél naujy, papildomy mutacijy, atsparuma
vaistams visgi lemia ne vien tik genetiniai mechanizmai: negenetiné lastelés
biiklés moduliacija taip pat gali padaryti didelg jtaka ir lemti atsparumg tiek
Jprastiniams citotoksiniams, tiek taikininiams vaistams.

Atrodyty, | konkrecius signalinius kelius nukreipti vaistai suteikia naujy
gydymo strategijy (Grandori and Kemp 2018)(Fennell et al. 2022)(Panda and
Biswal 2019), deja, jy ribotas prieSvézinis aktyvumas, galimai dél
kompensacinio AKT-ERK signaly keliy aktyvinimo, yra viena i§ pagrindiniy
kliti¢iy juos naudoti gydymui.

Siy dviejy signaliniy keliy saveika jrodyta jvairiuose ir skirtingy vézio
lasteliy modelivose (ZHANG et al. 2016)(K. S. Saini et al. 2013)(Fritsche-
Guenther et al. 2016)(Britten 2013)(Yuen et al. 2012). Taciau vyrauja
nuomoné, kad grjztamasis rySys tarp AKT ir ERK keliy priklauso nuo Igsteliy
linijjos ir nuo konkre¢iy onkogeniniy mutacijy vézinése lastelése. Manoma,
kad ERK ir AKT kelio taikininiy vaisty panaudojimas kartu su jprastine
priesvézine terapija (pvz.: chemoterapija) yra daug zadanti vézio gydymo
strategija. Pvz., chemoterapinio vaisto cisplatinos priesnavikinj poveiki
galima biity sustiprinti, panaudojus taikininius terapinius agentus kartu su
cisplatina. Tam, kad toks poveikis buty pasiektas, reikéty moduliuoti
pagrindinius lasteliy iSgyvenamuma reguliuojancius signalinius kelius, t.y.
ERK ir AKT. Jdomu, kad leukemijos atveju pastebéta, jog SHP2 koduojancio
PTPN11 mutacija sukelia PI3K/mTOR ir RAS/MAPK keliy aktyvacijg vienu
metu (Najafi, Ahmadi, and Mortezaee 2019) (Jain et al. 2021)

RAS/MAPK ir PI3K/mTORCI keliy abipusj kryzminj slopinimg (kai
vieno kelio slopinimas islaisvina signalus per kita kelig) tyrinéjo ir apzvelge
jvairts autoriai, aiSkindami specifinius signalizuojanciy molekuliy sgveikos
mechanizmus skirtingose vézio modelinése sistemose. Tokio griZztamojo rysio
mechanizmo aktyvinimas pripaZjstamas kaip biidas apsaugoti lasteles nuo
vaisty sukeliamos mirties (Mendoza, Er, and Blenis 2011)(Aksamitiene,
Kiyatkin, and Kholodenko 2012)(Britten 2013). Matyti, kad teigiamo ir
neigiamo grjztamojo ry$io kilpos ir tarpusavio sgveika yra dinamiskos ir
sudétingos, o santykiné kiekvienos sgveikos svarba skirtinguose audiniuose ar
naviky tipuose gali skirtis ir priklausyti nuo santykinio signaly stiprumo.
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A10 pav. MAPK-PI3K signaliniy keliy saveika (Mendoza, Er, and Blenis
2011) (Yang et al. 2019)

Tarp PI3BK/AKT ir RAS/MAPK egzistuoja keliy lygiy tarpusavio
saveika. Sie keliai gali biiti tarpusavyje susije ir turéti daugybe susikirtimo
tasky jvairiose signaly perdavimo vietose ir fazése, kryZminio rySio ir
griztamojo rysio kilpose. Abu keliai gali vienas kitg aktyvinti arba slopinti.
Kryzminis slopinimas ir kryZzminis aktyvinimas, taip pat keliy konvergencija,
kartais fosforilinant ta patj to paties baltymo motyva, yra zinomi. Be to,
sgveikavimas priklauso nuo konteksto, jskaitant augimo veiksniy ar kity
dirgikliy koncentracija. Sia prasme modeliavimo metodai, i$naudojantys
pagrindines griztamojo rysio kilpas, buvo naudojami siekiant sukurti naujus
potencialius mechanizmus, kurie galéty paaiskinti lastelinj atsaka, pavyzdziui,
dalyvaujantj insulino-AKT ir MEK/ERK signaliniy keliy kryZminiame
sgveikavime (Mendoza, Er, and Blenis 2011)(Aksamitiene, Kiyatkin, and
Kholodenko 2012)(Britten 2013)(Arkun 2016).

Literatiiroje aprasyti jvairas Siy dviejy pagrindiniy signaliniy keliy
sgveikos jvairiose lgsteliy sistemose mechanizmai ir priezastys (Najafi,
Ahmadi, and Mortezaee 2019). Darbuose nurodoma signaliniy keliy sagveikos
priklausomybé nuo Iastelés mutacinio statuso. Pavyzdziui, tiriant RAF
slopikliy poveikj PI3K/AKT signalams, nustatyta, kad AKT fosforilinimas
lastelése gali kisti prieSingai, priklausomai nuo dviejy svarbiy onkogeny —
KRAS ir BRAF — mutacijy (Fritsche-Guenther et al. 2016). Kiti autoriai,
naudodami reprezentatyvig skirtingos kilmés véziniy lasteliy grupe su Zinomu
genetiniu profiliu (krities, plauciy, prostatos, stemplés ir storosios Zarnos
lasteliy linijas), pabrézeé, kad kompensaciniai mechanizmai ir griztamasis
rySys tarp PI3K/AKT ir RAS/MEK/ERK keliy priklauso nuo Igsteliy linijos ir
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kad lemiamas vaidmuo tenka onkogeninéms mutacijoms. Parodyta, kad
griztamasis rySys tarp $iy dviejy keliy vyksta tik lgstelese su KRAS mutacija
ir c(MET amplifikacija, bet ne izogeninése laukinio tipo Iastelése dél
mechanizmo, kuris galimai susijgs su specifiniy endogeniniy fosfataziy
aktyvumo slopinimu (Yuen et al. 2012). Gauti duomenys leido daryti i§vada,
kad pirminiy naviky genetinis potipio nustatymas dél KRAS mutacijos arba
cMET amplifikacijos biity vertingas prognozuojant naviko atsakg j tokius
slopiklius. Be to, Turke su kolegomis (Turke et al. 2012) aprasé mechanizma,
pagal kurji MEK slopina ERBB receptorius (EGFR ir HER?2) fosforilinant tam
tikra aminoriigstj: jos mutacijos neleido ERBB3/PI3K/AKT keliui aktyvuotis
po gydymo MEK inhibitoriais.

Kitur aiskinama, kad AKT slopina ERK aktyvuma per tiesioging saveika
su RAF, sukeliant jo inaktyvinima fosforilinant Ser259 (Zimmermann and
Moelling 1999). Kiti galimi mechanizmai, susij¢ su kompensacine tiriamy
keliy saveika, yra HER2 fosforilinimas pozicijoje Thr701 ir HER2/EGFR
saveika su klatrinu (Chen et al. 2017), taip pat adaptyvis MAPK pastoliniy
baltymy (KSR-1, GEF-H1) ir receptoriy tirozino kinaziy (MET, EGFR)
poky¢iai, lemiantys sustipréjusj PI3K/AKT signalo perdavima lasteliy linijose
su mutavusiu KRAS (J.-Y. Kim et al. 2016).

Adaptyvaus atsparumo taikininei terapijai, nukreiptai | RAS/ERK
signalinj kelia, tyrimai parodé integriny, FAK ir nepaZeisto aktino citoskeleto
vaidmen] metastazavusio trigubai neigiamo kriities vézio lasteliy pogrupyje.
Analizuodami RAS/ERK ir PI3K/AKT signaly tarpusavio sgveikos
mechanizmus, autoriai nustaté, kad slopinant RAS/ERK kelia, PI3K/AKT
aktyvinimui reikalingas B1 integrinas, miozino lengvosios grandinés kinazé
(MLCK) ir miozinas IIA (Choi et al. 2016). AnksCiau buvo parodyta, kad su
integrinu susieta kinazé (ILK) buvo reikalinga tam, kad glioblastomos
lastelése suaktyvéty griztamasis PI3K/AKT kelio signalo perdavimas po
MEK slopinimo (Edwards et al. 2006). Taip pat ir metaboliniai keliai,
pavyzdziui mevalonato kelias, gali buti susij¢ su AKT aktyvacijos
reguliavimu, kurj sukelia gydymas MEK inhibitoriais. Autoriai sitilo, kad
kombinuotas gydymas MEK slopikliais ir antilipideminiais vaistais statinais
gali biiti perspektyvi terapiné strategija, siekiant pajautrinti vézines lasteles
apoptozei (lizuka-Ohashi et al. 2018).

Neigiamo grjztamojo rysio kilpos reiskinys, kai vieno kelio slopinimas
gali sukelti kompensacinj kito kelio suaktyvéjima, pasireiskia jvairiose
vézinése lastelése. Todél vis dazniau tikrinamas jvairiy MEK ir PI3K slopikliy
kombinuoto naudojimo veiksmingumas jvairiy tipy véziui, taikant
laboratorinius modelius ir klinikinius tyrimus (Britten 2013)(Cao et al. 2019).
Autoriai teigia, kad PI3K/AKT ir RAS/MEK/ERK keliy tarpusavio saveikos
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tinklas gali skirtis skirtinguose audiniuose ar naviky tipuose (H. Zhang et al.
2016)(K. S. Saini et al. 2013)(Fritsche-Guenther et al. 2016)(Britten
2013)(Yuen et al. 2012). Siy signaliniy keliy tarpusavio saveika gali lemti
ligando tipas, ligando koncentracija / signalo intensyvumas ir laiko faktoriai
(Moelling et al. 2002). Plauciy vézio atveju parodyta, kad jgyto atsparumo |
receptoriy tirozino kinaze orientuotai terapijai (TKI) mechanizmai apima
antrine EGFR T790M mutacijg, MET amplifikacija, mezenchiminio-
epitelinio per¢jimo ir hepatocity augimo veiksnio aktyvacija, epitelinio-
mezenchiminio virsmo indukcijg, kamieniniy lgsteliy savybiy jgijima,
transformacija i§ NSCLC j smulkialgstelinj plauciy vézj ir kt. Kompensacinis
centriniy onkogeniniy keliy suaktyvéjimas galéty biiti dar vienas svarbus
veiksnys, lemiantis atsparumg vaistams, todél ir dar vienas taikinys. Autoriai
sitilo dviguba MEK ir PI3K keliy slopinima pasirinktais inhibitoriais kaip
galimg EGFR-TKI atsparaus NSCLC vézio gydymo strategija (Sato et al.
2018).

Taigi pacientams, vartojantiems MEK/ERK slopiklius, tinkamiausias
derinys galéty buti PI3K slopikliy taikymas kartu, siekiant blokuoti ERK
aktyvavimg ir sureguliuoti véziniy lasteliy proliferacija bei jy iSgyvenamuma
(Misale et al. 2019; Najafi, Ahmadi, and Mortezaee 2019)(Roskoski 2019b).

1.9. Plauciy véZys ir jprasti vaistai

Plauciy vézys yra pagrindiné mir¢iy nuo vézio priezastis pasaulyje.
Nepaisant pasiekimy, tebéra didelis poreikis naujy, inovatyviy gydymo
strategijy bei priemoniy, padedanc¢iy joms atsirasti. Tokios priemonés yra
plauciy naviky lasteliy linijos, gautos i$ ligoniy. Jos yra svarbus jrankis tiriant
plau¢iy naviky bazinius mechanizmus bei naujus terapinius agentus
(Gottschling et al. 2012). Plauciy kamieniniy bei plauciy vézio kamieniniy
lasteliy atradimas pateikia dar vieng reikSmingg priemone, efektyvinancig
taikiniy terapijos taikymo tyrimus plauciy véziui gydyti (Kajstura et al. 2011b)
(Eramo, Haas, and De Maria 2010).

Pasaulyje stebima tendencija vézio/naviko charakterizavimui nuo
histologinés analizés pereiti prie molekulinio/genetinio profiliavimo.
Remiantis nustatomais mRNR raiskos pakitimais ar konkre¢iomis Zinomomis
mutacijomis, pacientai skirstomi j grupes, kurioms taikomas skirtingas
gydymas. Plaudiy vézyje yra nustatyta keletas tikslingy genetiniy pakitimy, i8
kuriy:

e Daugelio protoonkogeny aktyvinanc¢ios mutacijos, jskaitant KRAS,
EGFR, BRAF, PI3K, MEK ir HER2.
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e Protoonkogeny ALK, ROS1, NTRKL1 ir RET struktiiriniai
pertvarkymai,

e Protoonkogeny amplifikacija, tokiy kaip MET, FGFR1 ir DDR2,

e Navika slopinanéiy geny, jskaitant TP53, RB1, CDKN2A, FHIT,
RASSF1A ir PTEN, iSaktyvinimas (Lemjabbar-Alaoui et al. 2015) (Jain et al.
2021).

Plauciy vézio gydymui gali buti taikoma operacija, chemoterapija,
radioterapija, imunoterapija ir taikiniy terapija, priklausomai nuo vézio
stadijos. Operacija paprastai laikoma netinkamu gydymo biudu, kai
diagnozuojama plauciy vézio stadija jau yra paZzengusi. Chemoterapija tai
vienas i§ pagrindiniy ir efektyviausiy biidy kol kas gydyti plauciy vézj,
nepriklausomai ar taikoma tik ji, ar kombinuota su kitu gydymu (Ramesh
2010a).

Nepaisant milzinisky pastangy, ieskant biocheminiy Zymeny, kurie
palengvinty ankstyva plauciy vézio diagnozés nustatyma, Sie Zymenys yra dar
tik tyrimy stadijoje (Ramesh 2010b), taciau nuo 1980-yjy, kai taikant
geriausig slaugg pacienty iSgyvenamumas po NSCLC diagnozés patvirtinimo
tebuvo 2-4 ménesiai, 2015 metais klinikinio tyrimo BEYOND metu jvertinta,
kad kombinuota imuniné (bevacizumab) su jprasta
(+paklitakselio/karboplatinos) terapija vidutinj i§gyvenamumg pailgino iki 24
ménesiy (de Mello et al. 2020).

Dabartinis NSCLC gydymas apima nespecifinius, sisteminius
chemoterapinius vaistus (cisplatina, oksaliplating, gemcitabing, paklitakselj,
docetakselj, pemetrekseda, vinorelbing), taip pat taikininius vaistus:
mazamolekulinius lasteliy signalo perdavimo taikiniy slopiklius (gefitinib,
erlotinib, crizotinib, ceritinib, alectinib, osimertinib, afatinib, lorlatinib,
selpercatinib); taip pat antikiinus (atezolizumabas, pembrolizumabas,
bevacizumabas, necitumumabas, ramucirumabas, nivolumabas) (Ruiz-Ceja
tepotinibas, mobocertinibas ir sotorasibas) yra klinikiniuose tyrimuose, kai
kurie i8 jy laukia pagreitinto patvirtinimo (Melosky et al. 2021).

Kiek detaliau pristatysime keletg sisteminiy vaisty plau¢iy véziui gydyti,
kuriuos naudojome savo tyrimams.

1.9.1. Cisplatina

Nuo astuntojo deSimtmecio pabaigos cisplatina [cis-Pt(CI2(NH3).] (A1l
pav.) yra gerai Zinomas chemoterapinis vaistas. Ji naudota ne vieno vézio tipo
gydymui, jskaitant Slapimo puslés, galvos ir kaklo, plauciy, kiausidziy ir
séklidziy vézj. Cisplatina yra veiksminga poveikiu prie§ karcinomas, gemaly
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lasteliy navikus, limfomas ir sarkomas (Messori and Merlino 2016a; Dasari
and Bernard Tchounwou 2014a).
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Al1l pav. Iprasty vaisty, naudojamy plauciy véziui gydyti, cheminé struktiira.

Cisplatina aktyvina ne tik vidinius apoptozinius kelius (per endoplazmin;j
tinkla ar mitochondrijy disfunkcija), bet ir iSorinj Zities receptoriy kelia, kurj
sukelia TNFa (Manohar and Leung 2018a).

In vivo molekulinis cisplatinos veikimo mechanizmas sukeliant Igstelés
Zlit] yra susijes su geru jos pasisavinimu ir prisijungimu prie DNR (Messori
and Merlino 2016b), taip pat dél fakto, kad vézinés lastelés daznai turi
defektyvy DNR pazaidy taisymo mechanizmg. Yra zinoma, kad cisplatina |
lasteles gali patekti varj transportuojanéiy (Ctr) baltymy pagalba arba per
placiai paplitusius tiirio reguliuojamus anijony kanalus (VRAC) (Messori and
Merlino 2016b)(Rottenberg, Disler, and Perego 2021). Cisplatina
aktyvuojama jai patekus ] lastelg, chloro atomus pakeitus vandens
molekulémis. Sis hidrolizuotas produktas yra stiprus elektrofilas, kuris gali
reaguoti su bet kokiu nukleofilu, jskaitant sulfhidrilo grupes ant baltymy ir
azoto donory atomus nukleino riigstyse. Cisplatina jungiasi su N7 arba O6
purino bazés azoto atomu ir dél to gali sukelti DNR pazeidima (dél kurio gali
buti suaktyvinamas p53) vézio lastelése, blokuodama Igsteliy dalinimasi ir
sukeldama apoptozing lasteliy mirtj (Dasari and Bernard Tchounwou 2014b).
Taciau 2016 m. nustatyta, kad cisplatinos efektyvuma bei jgyjama jai
atsparumg salygoja auglio mikroaplinka, butent su véziu susije fibroflastai
(CAFs), kuriuose padidéja tioliy metabolizmas (dél ko suriSamos cisplatinos
molekulés ir apsaugomos giliau esancios vézinés lgstelés), taip pat DNR
pazaidy taisymo mechanizmy (BRCA1/2) atstatymas (Rottenberg, Disler, and
Perego 2021).

Cisplatinai patekus j kraujotaks, didzioji dalis platinos (65 — 98 %)
sureaguoja su baltymais, ypa¢ hemoglobinu, albuminu ir transferinu. Plauciy
vézio gydymui cisplatina jvairiuose deriniuose su kitais vaistais naudojama
nuo 60 iki 100 mg/m? vienkartiniu intraveniniu dozavimu (Hesketh et al.
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1993). Zmogaus kiino pavirsiaus plotas yra nuo 1,6 iki 1,8 m% Zinant, kad
zmogus turi apie 5 litrus kraujo, musy skai¢iavimu 7,5-90 uM koncentracija
atitikty terapine cisplatinos koncentracija kraujyje, todél tokias ribas daugelis
mokslininky ir naudoja savo tyrimuose su vézinémis lgstelémis.

Kai genomo tikrinimo metu neaptinkamos specifinés mutacijos, i kurias
galéty buti nukreiptas pazangesnis prieSvézinis gydymas, chemoterapija
platinos pagrindu islieka vienu pagrindiniy gydymo budy ir Siais laikais.
Alkilindami daugybe taikiniy lasteliy viduje, Sie vaistai sukelia vézio lasteliy
apoptozg; taciau sunkis inksty sutrikimai, alerginés reakcijos, susilpnéjes
imunitetas, virSkinimo trakto sutrikimai, kraujavimas ir klausos praradimas
yra neigiamas cisplatinos poveikis (Dasari and Bernard Tchounwou 2014b)
(Manohar and Leung 2018b). Nors klinikiniai tyrimai parodé, kad natrio
tiosulfatas gali apsaugoti nuo klausos praradimo (Freyer et al. 2017), kai
kurios vézio lgstelés iSvengia platinos junginiy sukeliamos apoptozés, todél
atsiranda atsparumas ir, deja, liga atsinaujina.

1.9.2. Paklitakselis

Paklitakselis priklauso diterpenoidiniams junginiams, o pagrindinis
natralus jo Saltinis yra kukmedzio Zievé. 1992, 1994 ir 1998 metais jis buvo
patvirtintas JAV maisto ir vaisty administracijos kaip vaistas nuo kiausidziy,
kriities ir nesmulkialgstelinio plauciy vézio (Ojima et al. 2016; Du 2018a).

Paklitakselis daugiausia naudojamas kiausidziy ir kriities véziui gydyti.
Jo mechanizmas apima poveikj lgsteliy mikrovamzdeliams/tubulinui (dél
mikrovamzdeliy  depolimerizacijos slopinimo atsiranda nenormalus
mikrovamzdeliy pluosto iSdéstymas ir verpsté praranda normalia funkcija,
taip sukeldama programuotg Iasteliy zutj). Paklitakselis zymiai padidina
véziniy lasteliy jautruma radioterapijai, blokuodamas lIasteliy cikla G2 ir M
stadijose (Du 2018Db).

1.9.3. Docetakselis

Docetakselis yra pusiau sintetinis vaistas, priklausantis antineoplastiniy
vaisty grupei antimetabolitams. Palyginti su neapdorotais taksanais ir
paklitakselio ekstraktais, docetakselis yra veiksmingesnis produktas pries
navikines lgsteles. Docetakselis yra naudojamas smegeny, prostatos,
kiausidziy, kruties, smulkialgsteliniam  plauc¢iy, galvos/kaklo ir
nesmulkialgsteliniam plauciy véZziui gydyti. Ji 1996 m. patvirtino JAV maisto
ir vaisty administracija.
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Docetakselio apoptozinis poveikis pasireiSkia jvairiais mechanizmais,
tokiais kaip: slopina IL-8 (interleukino) geno ekspresija, sukelia centrosomy
pazeidimus ir blokuoja antiapoptozinj baltyma Bcl-2. Docetakselis sukelia
apoptoze, slopindamas tam tikras mitoziniy lasteliy dalijimosi anafazés ir
metafazés stadijas, veikdamas kaip mikrovamzdeliy stabilizatorius
(Thotakura et al. 2018).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos

Darbe tirtos Zmogaus plaucéiy vézio pirminés lasteliy linijos (bioetikos
leidimas nr. 158200-18/5-1024-53), triusio raumens kamieniniy lgsteliy linija
Myo09, komercinés K562 (iimios leukemijos), A549 (nesmulkialgstelinés
plauciy adenokarcinomos) Iasteliy linijos. Lasteliy auginimui ir perséjimui
buvo naudotos §ios medziagos: IMDM terpé (angl. Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium) — Iskovo modifikuota Dalbeko terpé (Gibco Life
Technologies), CO2-nepriklausoma terpé (Gibco), FBS (angl. foetal bovine
serum) — fetalinis jaucio serumas (Gibco), streptomicino-penicilino-nistatino
(kuris sudarytas i§ 10000 U/mL penicilino, 10 mg/mL streptomicino, 10000
U/mL nistatino ir 0,9 % NaCl) miSinys (Thermo Fisher, Corning), PBS (angl.
phosphate-buffered saline) — fosfatinis buferinis tirpalas (Carl Roth),
Tripsino/EDTA tirpalas (Gibco Life Technologies). Gyvybingumui matuoti
naudota MTT — 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolio bromidas
(Sigma-Aldrich).

Lasteliy lizavimas atliktas naudojant Sias medziagas ir tirpalus: lizés
buferis (sudarytas i§ 50 mM Tris HCI (pH7,4), 50 mM NacCl, 5 mM NaF, 5
mM EDTA, 1 % Triton X-100), 10 pg/mL aprotininas (Sigma-Aldrich), 1 mM
PMSF (angl. phenylmethylsulfonyl fluoride) — fenilmetilsulfonilo fluoridas
(Sigma-Aldrich), 2 mM Na3VO, (baltymy fosfataziy slopiklis) (Sigma-
Aldrich); pavyzdzio buferis 4x (0,25M TrisHCI pH 6,8, 10% SDS, 0,01%
Bromfenolio mélio, 40 % glicerolio, 5 % MET). Branduoliy iSskyrimui
naudotas rinkinys NUC-101 (Sigma Aldrich).

SDS-PAGE elektroforez¢ atlickama naudojant Sias medZiagas:
vandeninis akrilamido/bis-akrilamido tirpalas (sudarytas i§ 29 % akrilamido,
1 % bis-akrilamido), TrisHCI/SDS tirpalas (sudarytas i§ 1,5 M Tris HCI pH
8.8 %, 0,4 % SDS), TrisHCI/SDS tirpalas (sudarytas i§ 0,5 M Tris HCI pH
6,8, 0,4 % SDS), elektroforezés buferis (sudarytas i§ 25 mM bazinio Tris, 192
mM glicino, 0,1 % SDS iStirpinty vandenyje), amonio persulfatas
((NH4)2S,05) 10 %, TEMED- tetrametiletilendiaminas. PernaSai ant PVDF
membranos (Carl Roth) naudotas Power blot pernaSos buferis (Thermo
Fisher, Pierce, Invitrogen). Gelio dazymui naudoti skirtingi dazai, jskaitant
Page Blue, Gel Code, Imperial, Silver stain (Thermo Fisher). Baltymy
koncentracijos matavimui ir sulyginimui serijose naudotas Bradford reagentas
(Sigma).

Western blot‘ams naudotos medziagos: nuplovimo tirpalas (sudarytas i$
10 mM Tris pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,05 % Tween-20), Roti-Block blokavimo
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tirpalas (Carl Roth), ECL reagentas Clarity (Bio Rad). Pirminiai anti-fosfo
antiktinai: pT308 Akt (Cell Signaling, #2965), pT202-pY204/pT185-pY 187
ERK1/2 (Santa Cruz #sc-16982-R), pY397 FAK (Invitrogen #44-624G),
pT180/pY 182 p38a (Thermo Scientific MAS-15177), pT183/pY 185 INK (BD
#612540), pS63 c-Jun (BD #558036). Antikiinai prieS bendrg konkrety
baltymg: anti-ERK2 (Santa Cruz #sc-1647), anti-c-Jun (BD #610326), anti-
pan-AKT (Invitrogen #44-609G), anti-p38 (SantaCruz #sc-7972), anti-JNK
(SantaCruz #sc-7345). Su HRP fermentu konjuguoti antriniai triusio ir pelés
antiktinai (Bio Rad #1721011 ir #1706515). Tékmés citometrijai naudoti
antiktinai i§vardinti lenteléje M1.

PrieSvéziniai vaistai: cisplatina (Sigma-Aldrich), paklitakselis (Sigma-
Aldrich), docetakselis (Sigma-Aldrich), MEK slopikliai selumetinibas
(Sigma-Aldrich), trametinibas (Sigma-Aldrich), PI3K slopiklis idelalisibas
(Sigma-Aldrich), AKT slopiklis kapivasertibas (Caymanchem); taip pat ne
vaistai, bet irgi slopikliai: PD98059 (MEK) (Sigma-Aldrich), LY294002
(PI3K) (Sigma-Aldrich), AKT inhibitor VIII (Merck), SCH772984 (ERK)
(Caymanchem), SB203580 (p38) (Caymanchem), SP600125 (JNK) (Alpha
Aesar).

Realaus laiko polimerazés grandininei reakcijai naudoti pradmenys
iSvardinti lenteléje M2.

M1 lentelé:
Antigenas Antikiinas Izoti- Klonas Gamintojas
pas

Sialoglycoprotein CD24-PE IgG1 eBioSN3 eBioscience/Invit
rogen (Carlsbad,
CA, USA)

Hyaluronic acid CD44-FITC IgG2b | C-26 BD Pharmingen

receptor (Franklin Lakes,
NJ, USA)

Intercellular Adhesion | CD54-APC IgG1 51-10C9 BD Pharmingen
Moleculel (ICAM-1)
Neural cell adhesion CD56-APC IgGl1 TULYS56 eBioscience/Invit

molecule (NCAM) rogen

Thy-1 membrane CD90-PE IgGl eBio5E10 eBioscience/Invit
glycoprotein rogen

Growth factor receptor | CD117-APC | IgG1 104D2 BioLegend (San
tyrosine-protein kinase Diego, CA, USA)
¢-KIT

Glycoprotein CDI133-APC | IgGl W6B3Cl1 BD Pharmingen
prominin-1
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Antigenas Antikiinas Izoti- Klonas Gamintojas
pas
Activated leukocyte CD166-PE IgGl 3A6 BioLegend
cell adhesion molecule
(ALCAM)
Epithelial cadherin (E- | CD324-PE IgGl 67A4 BD Pharmingen
cadherin)
Neural cadherin (N- CD325-APC | IgGl 8Cl11 BioLegend
cadherin)
Epithelial cell CD326-FITC | IgGl VU-109 Invitrogen
adhesion molecule (Carlsbad, CA,
(EpCAM) USA)
Human epidermal HER3-PE IgG1 - Miltenyi Biotech
growth factor receptor (Bergisch
3 ERBB3/HER3 Glabach,
Germany)
Isotype control-PE IgG1 - Santa Cruz
Biotechnology
(Dallas, TX,
USA)
Isotype control-APC IgGl1 - Santa Cruz
Biotechnology
Isotype control-FITC IgG2b - Invitrogen
Isotype control-FITC IgGl1 - Santa Cruz
Biotechnology
M2 lentelé:
Genas Pradmenys
ABCG2 F: TATAGCTCAGATCATTGTCACAGTC
R: GTTGGTCGTCAGGAAGAAGAG
ALDH1 F: GGGCAGCCATTTCTTCTCAC
R: CTTCTTAGCCCGCTCAACAC
E-cadh F: TGAGTGTCCCCCGGTATCTT
R: GAATCATAAGGCGGGGCTGT
FOXC2 F: CGCCCGAGAAGAAGATCACC
R: CGCTCTTGATCACCACCTTC
FOXQ1 F: ACGCTGGCGGAGATCAACGAG
R: AGGTTGTGGCGCACGGAGTT
GAPDH F: AGTCCCTGCCACACTCAG
R: TACTTTATTGATGGTACATGACAAGG
HOXAS5 F: TTTTGCGGTCGCTATCC
R: CTGAGATCCATGCCATTGTAG
MYC F: CAGCGACTCTGAGGAGGAAC
R: GCTGTGAGGAGGTTTGCTGT
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Genas Pradmenys

N-cadh F: TGCGGTACAGTGTAACTGGG

R: GAAACCGGGCTATCTGCTCG
NANOG F: AGATGCCTCACACGGAGACT

R: GTTTGCCTTTGGGACTGGTG
OCT4 F: CGAGAAGGATGTGGTCCGAG

R: CAGAGGAAAGGACACTGGTC
SOX2 F: TGGACAGTTACGCGCACAT

R: CGAGTAGGACATGCTGTAGGT
SOX9 F: GAGGAAGTCGGTGAAGAACG

R: ATCGAAGGTCTCGATGTTGG
SNAIL1 F: CCAGACCCACTCAGATGTCAAGAA

R: GGCAGAGGACACAGAACCAGAAAA
SNAIL2 F: GGCAAGGCGTTTTCCAGAC

R: GCTCTGTTGCAGTGAGGGC
SYK F: ACTTGGTCAGCGGGTGGAAT

R: GGGTGCAAGTTCTGGCTCAT
TWIST1 F: CCTTCTCGGTCTGGAGGAT

R: TCCTTCTCTGGAAACAATGACA
TWIST2 F: CGCAAGTGGAATTGGGATGC

R: CGATGTCACTGCTGTCCCTT
ZEB1 F: GTTACCAGGGAGGAGCAGTGAAA

R: GACAGCAGTGTCTTGTTGTTGTAGAAA
ZEB2 F: AGGAGCTGTCTCGCCTTG

R: GGCAAAAGCATCTGGAGTTC

2.2. Tyrimams naudota aparatiira

Vertikalaus srauto laminaras (Labguard Nuaire), termostatas su CO> ir
O, kontrole (AutoFlow Nuaire), termostatiné kratyklé (ES-20/60, Biosan),
fluorescencinis mikroskopas su kamera (EVOS FL Thermo Scientific),
elektroforezés pernasos aparatai (Biometra; Thermo Fisher), elektroforezés
poliakrilamido gelio aparatas (Invitrogen), mikroploksteliy skaitytuvas
Varioskan flash (Thermo Scientific), Saldoma centrifuga Heraeus Fresco 21
(Thermo Fisher), lasteliy kiekio skai¢iuotuvas Cell counter TC10 (BioRad),
termostatiné purtyklé (TSC ThermoShaker, Biometra), vartyklé (Mini Rocker-
Shaker, BioSan), tékmés citometras FacsAria (BD), konfokalinis mikroskopas
LSM 710 (Carl Zeiss), bei PGR aparatas RotorGene6000 (Corbett).
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2.3. Metodai
2.3.1. Lasteliy linijos ir kultivavimas

Zmogaus nesmulkialgstelinés plaudiy adenokarcinomos A549 lastelés
buvo jsigytos i§ CLS (Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Vokietija). K562
lastelés gautos i§ ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA,
JAV). Zmogaus pirminés plauciy vézio lasteliy linijos i§vestos panaudojant
pooperacing chirurging medziagg (regioninis bioetikos leidimas Nr. 158200-
18/5-1024-537). Glaustai, plauciy naviky pavyzdziai buvo susmulkinti
mechaniskai, nuplauti PBS ir paveikti tripsino/EDTA tirpalu 30 min. 37 °C.
Suvirskintas audinys buvo filtruojamas per lgsteliy sietelj ir perkeltas j lasteliy
kulttiry indg su Iskovo modifikuota Dalbeko terpe (IMDM), papildyta 10 %
serumu FBS ir antibiotikais. Lasteliy linijy gavimo ir auginimo in vitro metu
buvo naudojami jvairiis serumai, buvo keiciamas lasteliy kulttiros tankis ir kiti
parametrai. Kaip normaliy / sveiky kamieniniy Igsteliy kontrolé naudota
triuSio raumens kilmés lasteliy linija Myo. Ji buvo sukurta Biochemijos
institute (Lietuva) i§ suaugusio triusio priekinio blauzdikaulio Slaunies
raumens. Myo lasteliy kamieniné prigimtis buvo patvirtinta kamieniniy
lasteliy Zzymeny raiSka, neribotu proliferacijos potencialu ir geba
diferencijuotis jvairiomis kryptimis in vitro, kaip aprasyta (Kalvelyté et al,
2013). Lasteliy linijy charakterizavimas ir tyrimai buvo atlickami
suvienodintomis salygomis. Adheziniy lasteliy kultiros auginamos IMDM
terpéje su antibiotikais ir 10% serumo, CO2 termostate 37°C temperaturoje,
esant 85% santykiniam drégniui bei 5% CO2, T25 “tissue culture-treated”
flakonuose arba plokstelése. Terpé pakeiCiama kartu perséjant lasteles, 1-2
kartus per savaitg. Lasteliy monosluoksnis l€ksteléje praplaunamas 2 mL PBS
tirpalo, véliau uzpilant 1 mL tripsino-EDTA tirpalo ir inkubuojama 5-10 min
CO2 inkubatoriuje, kad suirty uzlgsteliniai kontaktai ir lgstelés atkibty nuo
pavirSiaus. 15 pL iSpipetuotos suspensijos perkeliama j skai¢iavimo kamera,
lastelés suskaiciuojamos Igsteliy skaiciuotuvu du kartus. Likusios lastelés
uzpilamos 5 mL paruostos IMDM auginimo terpés, ir resuspenduojamos.
Reikiamas lgsteliy kiekis paimamas tolimesniems eksperimentams, likes
lasteliy kiekis palickamas 1éksteléje augti tolimesniems darbams.

Lasteliy tyrimams suspensijoje naudota termostatuojama kratyklé
Biosan ES-20/60, kurios orbitiné kratymo amplitudé yra 2 cm, o daznis 90
aps./min. Kad Igstelés neprilipty prie indy sieneliy, tripsino/EDTA tirpalu
atskirtos lgstelés buvo patalpintos | nelimpancius lasteliy kultiry indus
(,,tissue culture non-treated), T25/T75 flakonéliui imant 5/15 mL
(atitinkamai) nuo CO2 nepriklausomos augimo terpés (Gibco), praturtintos
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glutaminu, serumu ir antibiotikais. Siekiant imituoti nuo prisitvirtinimo
nepriklausomg cirkuliuojanciy lasteliy biiseng, eksperimenty metu lastelés
buvo laikomos suspensijoje 24-72 valandas. Atliekant tolesnius
eksperimentus, suspensija buvo frakcionuojama j pavieniy ir agreguoty
lasteliy frakcijas natiiralios sedimentacijos biidu (1 val. vertikaliame 15 ml
mégintuvélyje 37 °C temperatiiroje). Pavienés lastelés buvo koncentruotos
centrifuguojant, resuspenduotos Sviezioje CO2 terpéje ir perkeltos |
neapdorotas 12 duobuciy léksSteles slopikliy tyrimams. Lasteliy agregatai
kratymo metu terpéje formavosi spontaniskai. Kratymo metodas buvo
pasirinktas dél to, kad Western blot tyrimams yra reikalingi dideli
lasteliy/baltymo kiekiai, kuriuos uztikrinti (ypac suspensiniy lasteliy atveju)
gali tik dideli tiiriai.

2.3.2. Tékmés citometrija

Lastelés, augintos  standartiniuose  flakonuose,  atkabinamos
tripsino/EDTA tirpalu, praplaunamos kambario temperatiiroje 1% BSA/PBS,
centrifuguojamos, tirpalas nusiurbiamas, kartojama 2 kartus. Tada lastelés
paskirstomos j tékmés citometrijai skirtus mégintuvélius, nucentrifuguojamos
4°C, ant lasteliy uzpilami antikiinais, konjuguotais su fluorescenciniais dazais
PE, FITC ir APC iki 4°C atSaldytame 1% BSA/PBS buferyje. Analogiskai
daroma su izotipinémis kontrolémis, konjuguotomis su tokiais paciais dazais.
Dazniausiai j vieng mégintuveélj buvo pilami 2 antikiinai, pazyméti skirtingais
dazais. Spalvy kompensavimas atlickamas prie§ pradedant darba, naudojant
zymétus rutuliukus. Inkubacija su antikinais — 1 val. 4°C temperatiiroje
tamsoje. Veliau | mégintuvelius uzpilamas didesnis kiekis Salto 1% BSA/PBS,
centrifuguojama, dar praplaunama 1% BSA/PBS ir vél uzpilama matavimui.
Naudoti pirminiai antikiinai nurodyti M1 lenteléje.

Matuojamos pirmiausia izotipinés kontrolés, nustatomi reikalingi
matavimo parametrai. Apibréziami tiriamy lasteliy ir priemaiSy regionai, po
to — lasteliy autofluorescencijos regionai kiekvienam tiriamam detektoriui
(kas laikoma tam antikiino izotipui/dazui neigiama zona), ir tada apibréziami
tam izotipui/dazui teigiami regionai.

Rezultatai iSreiSkiami procentais nuo visy jvykiy bei vidutiniu
absoliutaus signalo stiprumu (MFTI).

2.3.3. Gyvybingy lasteliy kiekio nustatymas MTT metodu /ALAMAR
blue metodu

MTT metodas — tai Igsteliy gyvybingumo vertinimas naudojant
vandenyje tirpy ir membrang lengvai pereinantj 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,
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S-difeniltetrazolio bromida (geltonos spalvos), kurj gyvos lgstelés redukuoja,
sudarant netirpius violetinés spalvos formazano kristalus. Siuo metodu galima
matuoti Iasteliy dauginimosi greitj, vienodai iSsétoje ploksteléje skirtingais
laiko tarpais dazant vis kitas duobutes, jskaitant ir nulinius taskus kaip
pradinés atskaitos taskag. MTT redukcijos greitis proporcingas
gyvy/gyvybingy lasteliy kiekiui. Proliferacijos tyrimams pradinis lasteliy
tankis neturi virSyti 1/8 pavirSiaus ploto (confluence); toksiskumo tyrimams
pradinis tankis turi biiti ne maZesnis kaip 1/2.

Lastelés iSséjamos ] 96 Sulinéliy plokstelge. Po paros nuo kontroliniy
lasteliy Sulinéliy pasalinama augimo terpé, uzpilama 100 uL 0,2 mg/mL MTT
tirpalo/PBS ir inkubuojama 1,5 val. Po inkubacijos MTT tirpalas pasalinamas,
Sulinéliai lieka sausi. Likusiuose Sulinéliuose yra pasalinama sena augimo
terpé ir pridedama nauja terpé su atitinkamais slopikliais ir chemoterapiniais
vaistais. Poveikis paprastai trunka tris paras. Po trijy pary terpé¢ yra
pasalinama, uzpilama 100 puL 0,2 mg/mL MTT tirpalo ir inkubuojama 1,5 val.
Po inkubacijos MTT tirpalas pasalinamas.

Visi Sulinéliai su violetiniais formazano kristalais yra uzpilami 96 %
denatiiruotu etanoliu, plokstelé atsargiai kratoma, kad iStirpty visi formazano
kristalai. Matuojama 570 nm bangos ilgio Sviesos sugertis. Gauti
spektrofotometriniai duomenys parodo formazano koncentracijg, kuri yra
proporcinga gyvybingy lasteliy kiekiui. Duomenys apdorojami, skaiciuojant
santykj su nuliniais taskais (jy vidurkiu, N ne maziau 4).

Alamar blue metodas naudojamas tiek prilipusioms, tiek suspensinéms
lasteléms, ir yra jautresnis nei MTT, nes matuojama fluorescencija (ex 540
nm, em 590 nm). Taip pat, §is metodas patogesnis nei MTT, nes nereikia
pasalinti senos terpés ir tirpinti netirpiy reakcijos produkty.

2.3.4. Lasteliy zuties nustatymas fluorescenciniais dazais

Lasteliy gyvybingumas vertintas naudojant su DNR besijungianciy dazy
misinj: akridino oranza (AO) — 1 mg/mL ir etidZio bromida (EB) — 1 mg/mL
(galutiné koncentracija ant lasteliy 10 ug/mL). Nudazytos prilipusios arba
suspenduotos lastelés analizuojamos fluorescenciniu mikroskopu. AO zaliai
nudaZo gyvy ir negyvy lasteliy branduolj ryskiai zalia spalva. EB jungia tik
negyvos lastelés, nes gyvy lasteliy membrana nepraleidzia Sio dazo. EB
nudazo branduolj oranzine, RNR — silpnai oranZine spalva. Tokiu budu,
negyvos lastelés turi ryskiai oranzinj chromating. Taip nudazyty Iasteliy
kulttroje galima iSskirti keturiy riiSiy lgsteles: 1) gyvas neapoptozines; 2)
esanCias ankstyvose apoptozés stadijose; 3) esancias vélyvose apoptozés
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stadijose; 4) nekrozines. Silpnai besidazancios, rudo atspalvio lgstelés, jei
tokiy randama, priskiriamos ,,Ses¢liy“, arba lgsteliy be chromatino, klasei.

2.3.5. Lasteliy lizavimas

Pries pradedant lizavima, j paruostg lizés buferj (10 mM TrisHCI pH 7,4;
50 mM NaCl; 5 mM EDTA; 50 mM NaF; 1% detergento Triton X-100)
Svieziai jpilama aprotinino, PMSF, Na3VO. Pilnai paruostas lizés buferis yra
uzpilamas ant lasteliy (200-300 pL) ir inkubuojama ant ledo 10 min.
Naudojant grandiklj Igstelés atkabinamos nuo pavirSiaus ir perkeliamos j 1,5
mL Saltus mikrocentrifuginius mégintuvélius, kurie véliau centrifuguojami 20
min 20000 g jéga 4°C temperatiiroje. Po centrifugavimo supernatantas
perpilamas j kitus mégintuvélius, gerai i§maiSomas, ir pamatuojama baltymo
koncentracija, naudojant Bradford reagents. Baltymy koncentracijos yra
sulyginamos bandymo serijos viduje, nenustatingjant tikslios koncentracijos.
Elektroforezés lizatai sumaiSomi su pavyzdzio buferiu ir 5 min. pakaitinami
95°C temperatiiroje.

2.3.6. Branduoliy iSskyrimas ir lizavimas

Baltymy lokalizacijos tyrimams Western blot metodu pasirinkome NUC-
101 reagenty rinkinj i§ Sigma. Lastelés po reikalingy poveikiy 2 kartus
nuplaunamos lediniu PBS tirpalu, TC25 flakonéliui imant po 5 mL PBS.
Nusiurbus PBS, uzpilamas Nuclei EZ Lysis tirpalas, 2 mL 25 ¢cm? flakonui,
lastelés Siame buferyje perkeliamos | centrifuginj mégintuvélj, stipriai
supurtomos ir paliekamos lede 5 min. Tada mégintuvélis centrifuguojamas 5
min. 500 g greiiu, supernatantas pasalinamas, o nuosé¢dos atsargiai
resuspenduojamos 1 mL Nuclei EZ Lysis tirpalo, véliau praskiedziant iki 3
mL ir vél paliekant 5 min. lede. Po pakartotinio centrifugavimo supernatantas
pasalinamas, o branduoliai lizuojami ekstrakcijos buferiu (Triton X-100), kaip
apraSyta lizaty Western blot tyrimams paruoSimo atveju. 1 min. branduoliy
imama 30 pL ekstrakcijos buferio. Lizaty serijos pavyzdziy baltymy
koncentracija sulyginama Bradford metodu (590 nm bangos ilgio Sviesos
sugerties matavimas).

2.3.7. SDS-PAGE elektroforeze
ParuosSus 10 arba 12% skiriamojo gelio tirpala, jis supilamas j gelio

paruo$imo gardelg, atlickama polimerizacija. Ant skysCio pavirSiaus atsargiai
yra uzpilamas butanolio vandeninis tirpalas, kad poliakrilamido (PAA)
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pavirsius biity lygus. Po polimerizacijos jis nupilamas, PAA gelio pavirSius
nuplaunamas dejonizuotu vandeniu. Paruo$iamas 4% koncentruojantis gelis,
jis uzpilamas ant sustingusio skiriamojo gelio. Idedamos reikiamo takeliy
kiekio “Sukutés”. Elektroforezés buferj (25 mM Tris, 192 mM glicino, 0,1%
SDS) supylus } elektroforezés aparata, “Sukutés” iStraukiamos. | gelyje
suformuotus Sulinélius pilama po 10-40 pL lizato. [jungiama elektros srove,
limituojant jtampa iki 100 V pradiniame etape (kol lizatas pereis
koncentruojantj gelj), véliau ribas padidinant iki 200 V, galios riba paliekant
20 W. Po elektroforezes, didelio svorio (70+ kDa) baltymy PAA gelio dalis
dazoma Coomassie dazy tirpalu pagal gamintojo rekomendacijas, o mazesniy
baltymy gelio dalis elektros srove (1 A, 15 min) pusiau sausu biidu perneSama
ant PVDF 0,45 pm membranos.

2.3.8. Imunoblotingo (Western Blot) metodas

Pirmiausia membrana 2 val. inkubuojama blokavimo tirpale. Véliau ji
paveikiama pirminiais antikiinais ir paliekama inkubuotis per naktj 4 °C. Po
inkubacijos antikiinai pasalinami, o membrana 3 kartus praplaunama plovimo
tirpalu. Uzpilami su HRP fermentu konjuguoti antriniai antikiinai, su kuriais
membrana inkubuojama 1 val. kambario temperatiiroje. Po Sios inkubacijos
membrana vél praplaunama. Signalas registruojamas  sustiprintos
chemiliuminescensijos (ECL) metodu, nuotraukos apdorojamos ir
analizuojamos kompiuterinémis programomis (Visiolite, ImageJ, Ulead Photo
Express, Powerpoint). Baltymo kiekio kontrole, greta validavimo su
bendrais/nefosfo antikiinais, pasirinkome viso (bendro, totalinio) baltymo
elektroforezés gelyje dazymg, kaip vis labiau rekomenduojamg ir placiai
naudojama alternatyva (argumentai iSdéstyti pateiktose publikacijose: (Pillai-
Kastoori, Schutz-Geschwender, and Harford 2020; Kirshner and Gibbs 2018;
Welinder and Ekblad 2011; Moritz 2017).

2.3.9. Imunofluorescencinis metodas

Adhezinés lastelés auginamos plokstelése su stikliukais Sulinélio dugne.
Po poveikiy lastelés plaunamos PBS, fiksuojamos 4% paraformaldehidu 15
min., tada dar kartg plaunamos PBS. Véliau jos permeabilizuojamos 0,2%
Triton X-100 tirpalu, paruostu PBS‘e, plaunamos 1% BSA/PBS tirpalu ir 1
val. blokuojamos 1% BSA, 10% asilo serumu/PBS 30 min. 37 °C. Po to
veikiamos pirminiais antikiinais (10% asilo serumas/1% BSA/PBS tirpale) 60
min., 37 °C temperatiroje. Lastelés plaunamos 1% BSA/PBS ir inkubuojamos
su antriniais antikinais, konjuguotais su FITC arba TRITC (10% asilo

57



serumas/1% BSA/PBS tirpale) 30 min. 37 °C temperatiiroje. Lastelés
plaunamos 1% BSA/PBS. Dengiamieji stikliukai déti ant objektiniy stikliuky
lastelémis Zemyn ] montazing terpe Fluoroshield (Sigma), pavyzdziai
analizuoti fluorescenciniu mikroskopu. Suspensinés (K562) lastelés tirtos
analogiskai, tik pirmame etape jos buvo imobilizuojamos ant stikliuko.

2.3.10. Konfokaliné mikroskopija

KFM naudojama tikslesniam nei imunocitochemijos metodu tiriamo
antigeno lokalizacijos nustatymui, nes gaunamas vaizdas yra tarsi lastelés
pjuvis, eliminuojantis signalus i§ lastelés tirio, esancio auksCiau ir Zemiau
tiriamos plokStumos. KFM buvo atlieckama naudojant Zeiss LSM710
konfokalinj mikroskopg ir $iuos nustatymus: suzadinantys lazeriai 488 nm ir
561 nm ir atitinkamus dichroinius filtrus (pagal tiriamo antikiino
fluorescencing Zyme), naudojant 2 % Sviesos intensyvuma; detektoriaus
jautrumas 400-900; objektyvas 63x/1.4 NA; skenavimo lauko dydis
512x512 pikseliy; vidurkinimas 4x. Preparatai KFM buvo paruosti naudojant
ta patj protokola, kaip ir auk$¢iau aprasytame imunocitocheminiame metode.
Vaizdai gauti ir apdoroti Zen 2011 (Zeiss) programa.

2.3.11. Kiekybinés PGR metodas

RNR skyrimas atliekamas Trizol reagentu (Invitrogen, JAV), remiantis
gamintojo instrukcija.

ISskirta RNR i§valoma nuo DNR priemaisy, naudojantis rinkiniu ,,DNase
I, RNase-free* (Thermo Fisher Scientific, JAV), pagal gamintojo protokola:
0,5 pg isskirtos RNR sumaiSoma su 2 pL. DNasel fermento 20-tyje pL
reakcijos miSinio ir inkubuojama 37°C. Po inkubacijos DNAsel
inaktyvuojama pridedant 2 L. 50 mM EDTA ir inkubuojant 5 min 65°C.

kDNR sintezé¢ atliekama naudojant ,,Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-qPCR* (Thermo Fisher Scientific, JAV) rinkinj, pagal
gamintojo protokola. Pusé su DNAsel iSvalytos RNR (10 pL) sumaiSoma su
4 pL 5X Reaction Mix , 2 pL Maxima Enzyme Mix ir 4 pL vandens be
nukleaziy. Kiekvienam méginiui sintetinama neigiama kontrolé be
atvirkstinés transkriptazés. Méginiai perkeliami j termociklerj ,,ARKTIC
Thermal Cycler (FINNZYMES, Suomija), kuriame nustatoma programa: 10
min 25°C, 15 min 42°C, 5 min 85°C. Pasibaigus nustatytai programai,
reakcijos produktas skiedziamas 10 karty vandeniu be nukleaziy, taip
paruosiant tolimesniam naudojimui.
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kPGR atlickama naudojant ,,Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master
Mix (2X)* (Thermo Fisher Scientific, JAV) rinkinj. 2 pL paruosto kDNR
méginio sumaiSoma su 5 pL ,,Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix
(2X)“,su 0,2 uL 10 puM tiesioginio ir atvirkstinio tiriamo geno sekai specifiniy
pradmeny bei su 2,6 uL. vandens be nukleaziy. kPGR vykdoma termocikleryje
»Rotor-GeneTM 6000 (Corbett Research, Australija), kuriame nustatoma
programa 10 min 95°C ir 40 cikly po 15 s 95°C, 30 s 56-60°C (priklausomai
nuo pradmeny prigimties), 30 s 70°C. Gauti rezultatai apie kiekvieno ciklo
metu nustatytg fluorescencijos intensyvumg pateikiami ir apdorojami
programingje jrangoje ,,Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7°. Santykinis
geny raiSkos pokyciy jvertinimas atlieckamas taikant AACt metoda, gautus
rezultatus normalizuojant pagal namy ruosos gena GAPDH, o santyking geno
raiSka apskaiciuojant pagal 2-AACt formule, kur ACt = Ct (tiriamo geno) — Ct
(GAPDH), AACt = ACt (tiriamo geno) — ACt (kontrolinio geno), RQ
(santykiné geno raiska) = 2-AACt.

2.3.12. Densitometriné analizé

Western blot ir PAA geliy paveikslai importuojami j ImageJ programa,
ju spalvos konvertuojamos j 16-bit spalvy palete (Image>Type). Apibrézus
visus analizuojamus takelius ] sta¢iakampj, naudojama funkcija Analyze>
Gels>Select first lane, véliau Plot lanes. Gautoje diagramoje rankiniu biidu
(jrankis  *Straight*) sudedamos atkarpos, atskirian¢ios pavienius
elektroforezés takelius. Horizontaliai nubréziama tiesé, Zzemiau kurios lieka
fono signalas. Tada, naudojant jrankj Wand (tracing) tool pazymimi kiekvieno
takelio plotai, kas automatiskai yra paverCiama santykiniais intensyvumo
vienetais. Gauti rezultatai normalizuojami pagal kiekio kontrolg, ir tada
takeliai lyginami tarpusavyje.

2.3.13. Statistiné analizé

Duomenys diagramose iSreiSkiami kaip maziausiai trijy eksperimenty
vidurkis = SD. Vidutinés im¢iy vertés buvo palygintos naudojant suporuotg
(inhibitorinei analizei, poveikis/kontrol¢) arba nesuporuota t testa (Graphpad
programiné jranga). Vertés buvo laikomos reikSmingai skirtingomis, kai
p <0,05. WB rezultatai pateikiami vienu atrinktu paveikslu i§ ne maziau kaip
trijy eksperimenty, atspindinciy visy eksperimenty tendencija.
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3. REZULTATAI

3.1. Uzlasteliniy kontakty jtaka signaliniy molekuliy AKT, MAPK (ERK,
INK, p38), taip pat transkripcijos veiksnio cJun aktyvacijai skirtinguose
lasteliy in vitro modeliuose

Pirmame tyrimy etape nagrinéta kaip proteinkinaziy AKT, MAPK
(ERK, JNK, p38), taip pat transkripcijos veiksnio cJun, aktyvacija
skirtinguose lgsteliy in vitro modeliuvose priklauso nuo uZlgsteliniy kontakty.

Pagrindiniu tyrimo objektu pasirinkta nesmulkialgstelinio plauciy vézio
adenokarcinomos lgsteliy linija A549, kuri pasiZzymi tuo, kad lastelése yra
nepakites vézio supresorius TP53, ir mutuotas KRAS genas, kuris didziausia
dalimi ir atsakingas uz Siy lasteliy piktybisSkumg. Taip pat tirtos ir pirminés,
fenotipiskai ir genotipiskai skirtingos, véziniy lasteliy linijos, iSvestos miisy
laboratorijoje anksciau, be genetinio charakterizavimo. Raumeninés kilmés
Myo lasteliy linija buvo pasirinkta kaip sveiky (ne véziniy) kamieniniy
lasteliy kontrolé, gebanti ir neribotai daugintis, ir diferencijuoti jvairiomis
kryptimis, kaip parodyta ankstesniuose miisy darbuose (Kalvelyte et al.
2013)(Krestnikova et al. 2015)(Stulpinas, Bironait¢, and Kalvelyté 2008).
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Lasteliy charakterizavimas

Nuotraukose R1 pav. parodytas skirtingas Siy lasteliy dydis ir
epitelinis/fibroblastinis fenotipas.

) ! . J - ’
R1 pav. Siame tyrime naudotos lgsteliy linijos. (a) Zmogaus
nesmulkialgstelinés plauciy karcinomos A549 lgsteliy linija pasizymi epitelio
fenotipu. IS triusio raumeny gauta kamieniniy lgsteliy linija Myo atstovauja
normalias (nevézines) lgsteles. (b) Tyrime naudotos Zmogaus plauciy vézio
kilmés pirminés Igsteliy linijos (LCL, augintos in vitro daugiau negu 10
perséjimy). Lasteliy morfologija rodo epitelio tipo ir mezenchiminio tipo
(fibroblastines) skirtingo dydzio Igsteles. Lgstelés nudazytos kristalvioleto
dazais. Mastelis 400 um. Kiekvienas skaicius Zymi skirtingq lgsteliy linijq.
(Copyright © 2021 Elsevier Inc. All rights reserved. doi.org/
10.1016/j.cellsig.2021.110034 )
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Tékmés citometrijos metodu tirtose Igsteliy linijose nustatyti skirtingo
lygio plauciy véziniy Igsteliy kamieniSkumo bei epitelinio-mezenchiminio
peréjimo (EMT) zymenys (R1 lentele).

% CD24 CD44 CD54 CD56 CD90 CD117 CD133 CD166 CD324 CD325 CD326 HER3
A549 80.1 91 50.3 13 141 17.1 28.5 95.6 51.2 40.1 29.5 8.2
LCL2 26 93.7 64.2 5.6 91.3 9.8 13.8 62.6 1.8 31.8 0 0
LCLS 1 91.7 68.8 5.9 94.6 7.7 46.8 67.2 0 39.6 0 0
LCL7 0 929 725 8.1 90.9 - 21.2 72.6 0 51.8 0 0
LCL9 0 45.6 39.7 6.4 83.9 7.1 16.3 69.1 15 211 0 0
LCL10 4.1 1.8 52.1 40.2 49.5 231 67.5 3.5 3.8 94.7 0.8 ]
LCL11 4 29 36.1 41.6 66.6 64.7 91.5 0 0 96.4 0 0
LCL12 96.8 94.6 311 16.7 17 27 41 97.4 95 47.6 44.5 69.4
LCL13 89.2 88 7.6 4.3 0 1.3 - 96.7 70.2 30 0.9 -
MFI CD24 CD44 CD54 CD56 CD90 CD117 CD133 CD166 CD324 CD325 CD326 HER3
A549 1683 991 62 8 10 9 12 5463 832 24 36 29
LCL2 3 296 267 10 841 16 15 174 3 55 1 1
LCLS 13 2093 412 26 10,083 31 157 329 1 133 1 1
LCL7 1 2288 351 15 1906 - 41 438 1 137 1 1
LCL9 1 178 34 5 50,793 4 7 2352 11 7 1 1
LCL10 14 5 58 43 123 23 83 16 14 299 1 1
LCL11 42 25 132 147 401 216 443 0 26 851 15 1
LCL12 8630 1903 27 17 5 25 39 6070 826 57 49 224
LCL13 2678 3173 11 15 1 7 - 1289 272 102 2 -

R1 lentelé. Nesmulkialgstelinio plauciy vézio lgsteliy linijy charakterizavimas
tékmés citometrijos metodu. Pastaba: didesnio formato lentelé pateikiama

prieduose, psl. 133. Virsuje — procentiné teigiamy pagal konkrety Zymenj

lgsteliy israiska populiacijoje; apacioje —vidutiné signalo verté (median
Sfluorescence intensity, MFI) tiviamoje lgsteliy linijoje. (© 2021 Elsevier Inc.
All rights reserved. doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034 )

Taip pat buvo atlikta koreliacijos analizé visy zymeny, tirty tékmés
citometrijos metodu (R2 lentel¢). | bendrinj ,,plauciy vézio lasteliy* rinkinj
1€jo A549 bei LCL2-LCL13 linijjos. Citometrijos matavimus bei koreliacijos
analiz¢ atliko dr. Ausra Unguryté. Sio preliminaraus tyrimo duomenimis,
labai tikétina teigiama koreliacija Siose Zymeny porose: CD56/CD117,
CD44/CD166, CDI117/CD133, (CD24/CD324, CDS56/CD325  bei
CD133/CD325. Atvirkstiné reikSminga koreliacija pastebéta Siose porose:
CD24/CD90 bei CD324/CD90.

CD24 CD44 CD54 CD56 CDSO CD117 CD133 CD166 CD184 CD324 CD325 CD326
CD44 |0,7324*** X
CDs54 ns ns X
CDSs6 ns ns 0,6862** X
CD90 }0,7596*** ns ns ns X
o117 | ns ns 07400 [IEBISNE s x
cD133 ns ns 0,6254** 0,807*** ns - X
CD166 0,7671*"‘- ns ns ns ns ns x
CcD184 ns ns ns 0,6305** ns 0,6064** 0,5769* ns X
cp32s |GEBEENN 07036 s ns  -0,7832*** ns ns  07831***  ns "
0325 | s ns 06801 [EMGORNN s osssor[OBBONMN| s 05559 ns x
CD326 | 0,4875* ns ns ns -0,5619* ns ns 0,5074* ns 0,6527** ns X
HER3 |0,6835** ns ns ns -0,5519* ns ns 0,519* ns 0,6842** ns 0,605*

P-value summary:
*-p<0.05,**- p<0.01, ***- p< 0.001

R2 lentelé. Koreliaciné lgsteliniy Zymeny analizé. Zaliai nuspalvotos poros,
kurioms koreliacinis koeficientas didesnis uz 0,8, o statistinis reikSmingumas
p<0,001.
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UZzlgsteliniy kontakty modeliavimas, ,,nesvarumo biisena‘

Tyrimams buvo pasirinkta schema, leidusi atskirti ir palyginti Sias
lasteliy biisenas, nulemtas skirtingy uzlasteliniy saveiky: 1) prilipusias prie
substrato — teigiama lasteliy sgveika su substratu, 2) pavienes suspensijoje —
be jokiy uzlasteliniy kontakty, ir 3) agregavusias tarpusavyje lasteles —sgveika
tik tarp lasteliy (R2 pav. a). Skystyje pluduriuojancios lastelés, inda nuolat
kratant ir tokiu biidu neleidziant susidaryti kontaktams lgstelé-substratas, gali
biti apibiidintos kaip esancios nesvarumo, kritimo, ar pliiduriavimo biisenoje,
kuri yra nenattirali adhezinéms lasteléms. Taigi, jvairiy slopikliy jtaka lasteliy
gyvybingumui bei signaliniy molekuliy modifikacijos buvo tiriamos trijy
biseny lastelése.

Kaip Zzinoma, uzlastelinius kontaktus praradusios lastelés ziva
apoptoziniu biidu, dar vadinamu anoikis. ISimtimi yra kraujo Igstelés, kurios
natiraliai auga ir dauginasi suspensijoje. Patikring savo eksperimentines
salygas su leukeminémis (kraujo) lastelémis K562 bei parode, kad Sios
bandymo salygos yra nekenksmingos suspensinéms lasteléms (R2 pav. b),
nustatéme, kad Myo lastelés yra jautresnés kontakty netekimui nei A549
lastelés (pagal apoptozing morfologija bei membranos integraluma, naudojant
AO/EB dazy misinj) (R2 pav. c). Apoptozés patvirtinantys poZymiai, tokie
kaip DNR fragmentacija, kaspazés-3 skaldymas, mitochondrijy potencialo
sumazéjimas, buvo nustatyti suspensinése lastelése po 24 ir 48 val. (duomenys
nepateikti).

Kita vertus, tarplasteliniai kontaktai agregavusias Iasteles apsaugojo nuo
zuties. Paveiksle R3 parodoma, kad tiek A549, tiek Myo agregatai
suspensijoje iSgyvena ilgiau nei pavienés suspensinés lgstelés. Darytina
iSvada, kad perdavime iSgyvenimo signaly, kuriuos paprastai suteikia
prilipimas prie pavir§iaus, dalyvauja ir taplasteliniai kontaktai.
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( ) A549 véZinés lastelés Myo kamieninés lgstelés

( ) K562 Igstelés 100
200 Be chromatino

= 1Ls 13025 80 chromatmo 80 -
Z 150 ! Nekrozinés Nekrozinés
€ 60 60
3
E 100 20 u Negyvos ® Negyvos
K apopt. 40 apopt
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3 apoptozinés apoptozinés

0 0 ® Gyvos 0 B sGyvos

0 rpm 90 rpm (d ) 2 h 48h
A549 Igstelés suspensijoje Myo Igstelés suspensijoje
100 o 100 o Gt

® "
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0 o o e
72h

24h 48h 72h

R2 pav. (a) Tyrimuose naudotq qutellq sqveikos pavyzdziai. IS kairés:
pavienés lgstelés suspensijoje (lgstelés be jokiy tarplgsteliniy kontakty);
lgstelés agregatuose (lgstelés, sudarancios tarplgstelinius kontaktus);
lgstelés, prilipusios prie indo dugno (Igstelés, sudarancios ir tarplgstelinius
kontaktus, ir kontaktus su substratu). Lgstelés buvo dazomos AO/EB dazais,
kaip aprasyta metodikoje. (b) Leukeminiy K562 lgsteliy kratymas nesumazina
ju gyvybingumo. Su nelimpanciomis Zmogaus leukemijos K562 Igstelémis
buvo isbandytos kratymo sqlygos (90 aps./min. 48 val.). Kontrolinés Igstelés
buvo laikomos statinémis sqlygomis toje pacioje kratykléje. Gyvybingumas
matuotas resazurino redukcijos metodu, RFU — santykiniai fluorescencijos
vienetai. N = 4, skirtumas buvo nereiksmingas. (c) Substratinems lgsteléms
netekus tarplgsteliniy ir su substratu kontakty (lgstelés suspensijoje)
pasireiskia apoptozinis lgsteliy mirties biidas — anoikis. Lgsteliy
pasiskirstymas (%) pagal jy morfologijq, jvertintg AO/EB fluorescenciniu
dazymu, kaip aprasyta metoduose. (d) Uzlgsteliniai kontaktai reikalingi A549
bei Myo lgsteliy gyvybingumui palaikyti. A549 lgstelés daug atsparesnés
kontakty netekimui, lyginant su Myo lgstelemis. Gyvybingumas, matuotas
resazurino redukcijos metodu, isreiksStas procentais nuo reiksmés pradiniu
(nuliniu) laiko momentu. (© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034 )
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R3 pav. Tarplgsteliniy kontakty vaidmuo suspensijos sqlygomis auginty
lgsteliy gyvybingumui.
pavyzdziai.

(a) Pavieniy ir agregavusiy lgsteliy suspensijoje
(b) A549 lgstelés agregatuose yra atsparesnés kontakty su
substratu praradimui nei pavienés lgstelés. (c) Myo kamieninés lgstelés
agregatuose yra atsparesnés kontakty su substratu praradimui nei pavienés
lgstelés. Lasteliy pasiskirstymas (%) pagal jy morfologijq jvertintas AO/EB
fluorescenciniu dazymu, kaip aprasyta metoduose. (d) Lgsteliy gyvybingumo
statistiné analizé 24 h ir 48 h. Apoptozé Siuo atveju apima ir gyvybingas
apoptozines, ir negyvybingas apoptozines lgsteles kartu. P vertei apskaiciuoti
naudotas nesuporuotas Stjudento t testas. (© 2021 Elsevier Inc. All rights
reserved. doi.org/ 10.1016/j.cellsig.2021.110034 )
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AKT reguliacija per uzlgstelinius kontaktus

PI3BK/AKT signalinis kelias dalyvauja lasteliy (tieck normaliy, tiek
véziniy) dauginimesi, iSgyvenime, migracijoje, epitelinio-mezenchiminio
virsmo procesuose, naviko augime, invazijoje bei metastazavime. Tiek
augimo veiksniai, tiek uzlasteliniai kontaktai nuo Igstelés pavirSiaus perduoda
savo signalg per AKT. ISoriniai kontaktai aktyvuoja AKT ir tuo biidu palaiko
lastele gyva, ka ir parodéme lasteles suspensijoje paveike¢ PI3K slopikliu
LY294002. Kaip matyti paveiksle R4a, AKT slopinimas padidino tiek A549,
tieck Myo lgsteliy zaitj. Toki pat efekta sukéle ir kiti AKT signalinio kelio
slopikliai (duomenys nepateikti). Taigi, AKT signalinis kelias dalyvauja
apsaugant uzlasteliniy kontakty netekusias lasteles nuo zities. Dar daugiau,
suspensinése lastelése AKT molekulés fosforilinimas T308 pozicijoje (Cia ir
Zemiau visame darbe bus pateikiami tiktai T308 pozicijos AKT fosforilinimo
Western blotai) yra mazesnis nei prilipusiose, tick A549, tick Myo lastelése
(pav. R4b). Analogiskai, Igsteliy tarpusavio sgveikos agregatuose padidino
AKT fosforilinima, lyginant su suspensinémis Igstelémis.

Prilipima prie pavirSiaus salygoja integrinai. FAK — fokaliné prilipimo
kinazé — yra signaliné molekulé integriny signalo perdavimo kelyje, kurios
fosforilinimas Y397 pozicijoje susijes su molekulés aktyvumu. Miisy tyrime,
FAK fosforilinimas neprilipusiose lgstelése buvo sumazéjes (pav. R4d).
Taipogi, prilipusiose lastelése FAK slopiklis PF573228 mazino AKT
fosforilinima (pav. R4e). Sie duomenys, taip pat ir duomenys (nepateikti) kad
FAK slopiklis didino lasteliy zatj, leidzia teigti, kad iSgyvenimo signaliné
molekulé kinazé AKT yra aktyvinama dalyvaujant integrinams ir FAK.
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R4 pav. Uzlgsteliniai kontaktai dalyvauja AKT reguliacijoje. (a) PI3K/Akt
kelio slopiklis LY294002 sumazina lgsteliy, praradusiy uzlgstelinius
kontaktus, gyvybingumq. Po 24 val. kratymo agregatai buvo pasalinti.
Likusios pavienés lgstelés paveiktos 10 uM LY294002 (LY) arba jo tirpikliu
DMSO. Po 24 ir 48 val. lgsteliy gyvybingumas buvo matuojamas resazurino
redukcijos metodu. DMSO paveikty lgsteliy gyvybingumas normalizuotas iki
1,0. Zvaigzdute pazymétas reik§mingas skirtumas (p < 0,05, N = 3). (b)
Baltymy kinazés AKT fosforilinimas sumazéja lgstelése, auginamose
suspensijos sqlygomis, palyginti su prilipusiomis lgstelemis. FAK dalyvauja
A549 ir Myo lgsteliy anoikis reguliavime. (c) FAK fosforilinimo sumazéjimas
lgstelése, augintose suspensijoje 24 h. (d) FAK inhibitorius PF573228, esant
nurodytoms koncentracijoms, sumazina AKT kinazés fosforilinimg A549 ir
Myo lgstelése. (e) Lgsteliy agregatai pasizymi didesniu AKT fosforilinimo
lygiu nei pavienés lgstelés suspensijoje. Po 24 val. inkubacijos su
inhibitoriumi lgstelés buvo lizuotos. Pateiktos tipinés Western bloto
nuotraukos, gautos naudojant antikiinus pries aktyvuotas AKT ir FAK kinaziy
formas — anti-Akt-pT308 ir anti-FAK-pY397; Coomassie dazais nudazyti
SDS-PAGE geliai naudojami kaip kiekio kontrolé. Adh. — prilipusios lgstelés,
Susp. — pavienés lgstelés suspensijoje, Aggr. — agregatai. (© 2021 Elsevier
Inc. All rights reserved. doi.org/ 10.1016/j.cellsig.2021.110034 )
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Kitos molekulés, susije su anoikis reguliacija lgstelése, yra MAPK
Seimos baltymai, todél tolimesni tyrimai buvo nukreipti | jas.

Uzlasteliniai kontaktai reguliuoja ERK1/2 aktyvuma

MAPK ERKI1/2 yra serino/treonino kinazé, atsakinga uz jvairius
lastelinius procesus. ERK signalinis kelias susijes su véziniy Iasteliy
atsparumu apoptozei, taip pat, kartu su AKT, tai jprastos molekulés, per kurias
perduodamas integriny generuojamas iSgyvenimo signalas. Tiek A549, tiek
Myo lasteliy atvejais ERK apsaugojo nuo anoikis, nes $io kelio slopikliai tokie
kaip PD98059, selumetinib bei U0126 padidino zuvimo mastg (R5a pav. ir
kiti, nepateikti duomenys)

Netikétai, ERK fosforilinimo tyrimai atskleidé skirtuma tarp A549 ir
Myo lasteliy: AS549 lasteléms netekus kontakto su substratu, ERK
fosforilinimas padidéjo, tuo tarpu Myo lastelése sumazgjo, nors abiejose
lasteliy linijose §i kinazé buvo antiapoptoziné (pav. R5b). Panasiai, FAK
slopiklis ERK fosforilinimg mazino Myo atveju, bet didino A549 atveju (pav.
R5c¢).

Kaip minéta pav. R3b,c, lastelés agregatuose isliko ilgiau gyvos nei
pavienés suspensijoje. Western blot metodu parodéme (pav. R5d), kad
tarplasteliniai kontaktai aktyvino ERK tiek véziniy A549, tiek sveiky
kamieniniy Myo lgsteliy agregatuose. Tai patvirtina, kad ERKI1/2 yra
antiapoptoziné molekulé: jos aktyvinimas apsaugo lasteles nuo Ziities.

Remiantis gautais rezultatais, galime daryti iSvada, kad FAK, ERK1/2,
ir AKT kinazés yra susijusios su véziniy ir kamieniniy Igsteliy apsauga nuo
ziities. Siy kinaziy bazinis fosforilinimas priklauso nuo lastelé-substratas
kontakty, taciau individualiai/skirtingai.
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R5 pav. (@) Uzlgsteliniy kontakty jtaka MAP kinazei ERK1/2. (@) MEK1/2
(MAPK ERK kelio) slopiklis PD98059 (PD) sumazina lgsteliy, praradusiy
uzlgstelinius kontaktus, gyvybingumqg. Po 24 val. kratymo lgsteliy agregatai
buvo pasalinti. Likusios pavienés lgstelés, augintos suspensijoje (pavienés
lgstelés) 24 h, buvo paveiktos 20 uM PD98059. Lgsteliy gyvybingumas buvo
matuojamas resazurino redukcijos metodu po 24 ir 48 h. DMSO veikty lgsteliy
gyvybingumas buvo normalizuotas iki 1,0. Zvaigzdute pazymétas reiksmingas
skirtumas (p < 0,05, N = 3). (b) Lgsteliy kontakty su substratu praradimas
priesingai regulivoja ERK fosforilinimg A549 veézZio ir Myo kamieninése
lgstelése. Baltymy kinazés ERK fosforilinimas padidéja atlipusiose A549
lgstelése, lyginant su prilipusiomis lgstelémis, bet sumazéja Myo lgsteliy
atveju. (c¢) FAK skirtingai dalyvauja ERK reguliavime A549 ir Myo lgstelése.
FAK slopiklis PF573228 padidina ERK fosforilinimg A549 lgstelése, bet
sumazina Myo kamieninése lgstelése. PF573228 (5-25 uM) buvo veikiamos
prilipusios lgstelés. (d) Agregatuose esanciy lgsteliy ERK fosforilinimo lygis
yra aukstesnis nei pavieniy lgsteliy suspensijoje. Po 24 val. inkubacijos
lgstelés buvo lizuotos. Western bloto nuotraukos, gautos naudojant antikiinus
pries aktyvuotg ERK formq (pT202-pY204/pT185-pY187). Pateiktos
reprezentatyvios nuotraukos;, Coomassie briliantiniu méliu nudazyti SDS-
PAGE geliai naudojami kaip kiekio kontrolé. Adh. — prilipusios lgstelés, Susp.
— pavienés lgstelés suspensijoje, Agr. — agregatai. (© 2021 Elsevier Inc. All
rights reserved. doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034 )
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ERK ir AKT reguliavimas uzlgsteliniais kontaktais pirminése linijose

Tokie pat tyrimai atlikti siekiant nustatyti uzlgsteliniy kontakty poveikj
kinaziy fosforilinimui lgstelése, gautose i§ plauciy véziu serganciy pacienty.
Pirminése plauciy vézio kilmés lgsteliy linijose parodéme, kad ERK ir AKT
aktyvacija tikrai priklauso nuo lgstelé-substratas kontakty: suspensinése
lastelése ERK ir AKT fosforilinimas sumazéja (R6 pav.).
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R6 pav. Pirminés plauciy vézio lgstelés suspensijoje praranda ERKI1/2 (a) ir
AKT (b) fosforilinimq. Skaiciai virs paveiksléliy rodo santykinj juostelés
intensyvumgq, normalizavus pagal visq baltymo kiekj elektroforezés gelyje.
Adh. — adherentinés Ilgstelés, Susp. — pavienés lgstelés, esancios suspensijoje
24 val. kratant. (© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034 )

I

Adh. Susp.

Be to, gauti duomenys rodo, kad lasteliy agregatuose yra didesnis
fosforilinto ERK kiekis nei suspenduotose Igstelése (R7a pav.), o tai rodo, kad
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lastelé-lastelé kontaktai padidina $ios iSgyvenimo kinazés fosforilinima. Tuo
tarpu reikSmingy AKT fosforilinimo skirtumy tarp agreguoty ir pavieniy
lasteliy suspensijoje nenustatéme (pav. R7b).

LCLS LCL7 LCL11 LCL13
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LCL5 LCL11 LCL13
(b) - dazytas daytas dazytas
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'Susp Agr. Susp Agr. Susp. Agr.

Susp. Agr.

R7 pav. (a) ERK1/2 fosforilinimas pirminése plauciy véZio lgsteliy linijose yra
didesnis agregavusiose lgstelése (tarplgsteliniai kontaktai) nei pavienése
lgstelése suspensijoje (Igstelés be kontakty). (b) AKT fosforilinimas pirminése
plauciy vezio lIgsteliy linijose nelabai skiriasi tarp agreguoty lgsteliy ir
pavieniy lgsteliy suspensijoje. Lgstelés kratytos 24 val. (© 2021 Elsevier Inc.
All rights reserved. doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034 )

UZlgsteliniai kontaktai ir streso kinazé p38

Kiti signaliniai keliai, dalyvaujantys lasteliy likimo reguliavime ir
galintys perduoti signalus nuo integriny ir kadheriny, yra streso kinazés JNK
ir p38.

P38 fosforilinimo tyrimai parodé, kad atlipimas nuo pavir$iaus aktyvavo
p38 Myo ir A549 lastelése tiek pavienése, tiek agregavusiose lastelése (pav.
R8a,b). Toks pat efektas stebétas ir paveikus prilipusias Igsteles FAK slopikliu
(pav. R8c). Taigi, p38 yra fosforilinamas anoikis salygomis padidéja.
Siekdami iSsiaiSkinti, ar miisy modelinése sistemose p38 yra pro ar
antiapoptozinis, atkabintos lastelés buvo inkubuojamos su p38 slopikliu
SB203580. Taciau patikimy skirtumy, lyginant su kontrole, negavome (pav.
8d), todél gali buti, kad p38 Siame procese tiesioginio vaidmens neatlieka.
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R8 pav. MAP kinazés p38 fosforilinimas priklauso nuo uzlgsteliniy kontakty.
(a) Tiek A549, tiek Myo lgstelése, esanciose suspensijoje ir agregatuose, p38
fosforilinimo lygis yra aukStesnis nei prilipusiose lIgstelése. (b).
Densitometrinis fosfo-p38 baltymo kiekybinis jvertinimas, siekiant nustatyti
skirtumus tarp prilipusiy lIgsteliy ir Igsteliy suspensijoje bei Ilgsteliy
agregatuose. Keturiy nepriklausomy eksperimenty, atlikty tomis paciomis
sqlygomis, Western bloto juosty intensyvumas normalizuotas pagal
atitinkamg bendrq baltymy kiekj tuose paciuose takeliuose. Skirtumy
statistinis reikSmingumas apskaiciuotas naudojant suporuotq Stjiudento t-
testq, lyginant Adh. su Susp. ir Adh. su Aggr. Nustatyta, kad jie yra reikSmingi
(N =4, p < 0,05, pazyméta zvaigzdutémis). (¢) FAK inhibitorius PF573228
didina p38 fosforilinimq prilipusiose lgstelése. Po 24 val. inkubacijos lgstelés
buvo lizuotos. Western bloto nuotraukos gautos naudojant antikiinus pries
aktyvuotq p38 a formq (pT180/pY182). Parodytos reprezentatyvios Western
blot nuotraukos;, Coomassie mélynu dazu nudazyti SDS-PAGE geliai atstoja
kiekio kontrole. Adh. — prilipusios Igstelés, Susp. — pavienés lgstelés
suspensijoje, Aggr. — lgstelés agregatuose. (d) p38 kinazés slopiklis SB203580
neatskleide p38 vaidmens A549 ar Myo lgstelése anoikis metu. Pavienés
lgstelés suspensijoje buvo paveiktos 10 uM SB203580 (SB) arba jo tirpikliu
DMSO. Lgsteliy gyvybingumas buvo matuojamas resazurino redukcijos
metodu po 24 ir 48 val.. DMSO paveikty lgsteliy gyvybingumas normalizuotas
iki 1,0. Né vienas is skirtumy nebuvo reik§mingas (p > 0,05, N> 7). (© 2021
Elsevier Inc. All rights reserved. doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034 )
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Uzlasteliniai kontaktai reguliuoja JNK signalinj kelig

Literatiiroje yra duomeny, kad JNK signalinis kelias gali dalyvauti
anoikis reguliacijoje, ir kad JNK vaidmuo gali buti dvejopas: pro arba
antiapoptozinis.

Misy tyrimai rodo, kad JNK kelias yra apsaugantis nuo zities: JNK
savitas slopiklis SP600125 didino tiriamy lasteliy Ziitj suspensijoje (pav. R9a).
Western blot metodu nustatéme, kad JNK fosforilinimas neprilipusiose
lastelése didesnis nei prilipusiose (pav. R9b,c). Taip pat, FAK slopiklis didino
pINK kiekj (pav. R9d). Taigi, anoikis metu JNK aktyvuojasi.

Taip pat parodéme, kad tirtuose lgsteliy modeliuose kinta tik kinaziy
fosforilinimas, bet ne kinazés baltymo kiekis/raiska (R10 pav.).

Sioje vietoje apibendrinant, abiejy streso kinaziy (p38 ir JNK)
aktyvinimas gali buiti susiejamas su lastelé-substratas kontakty netekimu tiek
vézinése, tiek kamieninése lgstelése, taCiau jy vaidmuo Zities signalo
reguliavime gali biiti nevienodas. Streso kinaz¢ JNK dalyvauja apsaugant
lasteles nuo anoikio ir vienareik§miskai yra reikalinga abiejy lasteliy linijy
proliferacijai — slopiklis SP600125 (20 pM) patikimai stabdé lasteliy
dauginimasi (R11 pav.).
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RO pav. Uzlgsteliniy kontakty jtaka MAP kinazei JNK. (a) JNK slopiklis
SP600125 (SP) sumazina Myo ir A549 Igsteliy iSgyvenamumgq suspensijoje.
Pavienés lgstelés suspensijoje buvo paveiktos 20 uM SP600125 arba jo
tirpikliu DMSO. Lgsteliy gyvybingumas iSmatuotas resazurino redukcijos
metodu po 24 ir 48 val. DMSO veikty lgsteliy gyvybingumas normalizuotas
iki 1,0. Zvaigzdute pazymétas reiksmingas skirtumas (p < 0,05, N = 3). (b)
Tiek A549, tiek Myo lgstelése, esanciose suspensijoje ir agregatuose, JNK
fosforilinimo lygis yra aukstesnis nei prilipusiose lgstelése. (c) Fosfo-INK
baltymo kiekybinis palyginimas, siekiant jvertinti skirtumus tarp prilipusiy
lgsteliy ir lgsteliy suspensijoje bei lgsteliy agregatuose. Keturiy
nepriklausomy eksperimenty, atlikty tomis paciomis sqlygomis, Western blot
Jjuosty intensyvumas normalizuotas pagal atitinkamq bendrg baltymy kiekj
tuose paciuose takeliuose. Skirtumy statistinis reikSmingumas apskaiciuotas
naudojant suporuotq dvipusj Stjudento t-testq, lyginant Adh. su Susp. ir Adh.
su Agr., jis yra reiksSmingas (N = 4, p < 0,05, paZyméta zZvaigzdutémis). (d)
FAK slopiklis PF573228 didina JNK fosforilinimg prilipusiose lgstelése. Po
24 val. inkubacijos Igstelés buvo lizuotos. Western blot nuotraukos gautos
naudojant antikiinus pries aktyvuotas JNKI/2 formas (pT183/pYI185).
Pateiktos reprezentatyvios Western blot nuotraukos; Coomassie mélyna
spalva nudazyti SDS-PAGE geliai parodyti kaip kiekio kontrolé. Adh. —
prilipusios lgstelés, Susp. — pavienés lgstelés suspensijoje, Agr. — lgstelés
agregatuose. (© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034 )
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R10 pav. Tirtuose lgsteliy modeliuvose AKT, ERK2, p38 ir JNK bendro
(totalinio) baltymo kiekis nekinta nei netekus kontakto su substratu, nei
paveikus FAK slopikliu PF573228. Lgstelés lizuotos praéjus 24 val. nuo
eksperimenty pradzios. Pateiktos reprezentatyvios Western blot nuotraukos;
Coomassie mélyna spalva nudazyti SDS-PAGE geliai parodyti kaip kiekio
kontrole. Adh. — prilipusios lgstelés, Susp. — pavienés lgstelés suspensijoje,
Agr. — Igstelés agregatuose. (© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034 )
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R11 pav. JNK slopiklio jtaka lgsteliy proliferacijai ant 2D pavirsiaus. Tiek
veziniy A549, tiek kamieniniy Myo Igsteliy dauginimuisi yra reikalingas JNK
aktyvumas. Gyvybingumas matuotas MTT metodu. DMSQO - tirpiklio kontrole,
SP600125 — JNK slopiklis (20 uM). N=3, skirtumai patikimi.

Norédami suzinoti uzlasteliniy kontakty jtaka JNK pagrindiniam
taikiniui transkripcijos veiksniui cJun, tyréme jo fosforilinimo pokycius
atlipimo salygose. Kaip parodyta R12 pav., santykinai didziausias
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fosforilinimo lygis yra pavienése suspensinése lastelése, maziausias —
agregatuose, ir tarpinis — prilipusiose.

A549 Myo
(a ) dazytas dazytas
gelis gelis
Adh. Susp Agr Ad h Susp. Agr.
A549, chun Myo, pclun

W "
I 0 i

Adh. Susp. Aggr. Adh. Susp. Aggr.

R12 pav. cJun fosforilinimas priklauso nuo uzlgsteliniy kontakty. (a) cJun
fosforilinimas pozicijoje S63 yra mazesnis agregatuose esanciose lgstelése nei
pavienése lgstelése suspensijoje arba lgstelése, prilipusiose prie substrato,
tiek A549, tieck Myo lgstelése. Parodyti reprezentatyviis Western blot vaizdai;
Coomassie mélyna spalva nudazyti SDS-PAGE geliai naudoti kaip kiekio
kontrolé. Lgstelés buvo lizuotos po 24 val. inkibacijos. (b) Fosfo-cJun baltymo
kiekybinis palyginimas, siekiant jvertinti skirtumus tarp prilipusiy ir
agregavusiy lgsteliy bei lgsteliy suspensijoje ir agregavusiy lgsteliy. Keturiy
nepriklausomy eksperimenty, atlikty tomis paciomis sqlygomis, Western blot
Juosty intensyvumas normalizuotas pagal atitinkamq bendrg baltymy kiekj
tuose paciuose takeliuose. Skirtumy statistinis reik§mingumas apskaiciuotas
naudojant suporuotq dvipusj Stjiudento t-testq, lyginant Adh. su Agr. ir Susp.
su Agr., jie yra reiksSmingi (N = 4, p < 0,05, pazyméta Zvaigzdutémis). Adh. —
prilipusios lgstelés, Susp. — pavienés lgstelés suspensijoje, Agr. —
agregavusios Igstelés. (© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034 )

(b)

WB densitometrija
(sant. vnt. )
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Tai rodo, kad tarplasteliniai kontaktai (Igsteliy agregatuose) mazina cJun
fosforilinimg tiek Myo, tieck A549 lIgstelése, ir kaip parodé vélesni tyrimai —
taip pat ir raiSka (pav. R13a). Dar daugiau, cJun raiska, pasirodo, priklauso
nuo lasteliy kultiiros tankio ant pavirSiaus. Kaip parodyta pav. R13b, ir
vézinése, ir kamieninése lgstelése cJun raiska didelé, kai kultiira labai reta, ir
kultiirai tankéjant cJun raiska akivaizdziai mazéja. Tai patvirtina ankstesnius
pastebéjimus, kad kontaktai 1gstelé-Igstelé (tankioje kulttiroje ir agregatuose)
slopina cJun raiska.

Panaudodami proteasomy slopikli MG132 nustatéme, kad jis zenkliai
padidino cJun baltymo kiekj tankiose Igsteliy kultiirose. (pav. R13c), todél
manytina, kad tarplasteliniai kontaktai reguliuoja cJun kiekj baltymo lygyje,
galimai skatinant cJun proteasoming¢ degradacija. Kito tirto baltymo — ERK2
— kiekis nebuvo priklausomas nei nuo lasteliy kultiiros tankio, nei nuo
proteasomy slopiklio MG132.
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R13 pav. Nuo tarplgsteliniy kontakty priklausomas cJun baltymo raiskos
reguliavimas. (a) Tarplgsteliniai kontaktai slopina cJun baltymo raiskq A549
ir Myo lgsteliy agregatuose. Agreguotos lgstelés (Agr.) turi maziau cJun
baltymo nei pavienés lgstelés suspensijoje (Susp.). Desinéje: Densitometrinis
cJun baltymo kiekybinis palyginimas, siekiant jvertinti skirtumus tarp lgsteliy
suspensijoje ir lgsteliy agregatuose. Keturiy nepriklausomy eksperimenty
Western blot juosty intensyvumas normalizuotas pagal atitinkamq bendrg
baltymo kiekj tuose paciuose takeliuose. Skirtumo statistinis reiksmingumas
apskaiciuotas naudojant suporuotq dvipusj Stjiudento t-testq, lyginant Agr. ir
Susp. lgsteles, jis yra reikSmingas (p = 0,025 A549 ir p = 0,003 Myo
lgsteléems). (b) cJun kiekis lgstelése mazéja didéjant lgsteliy tankiui. (c)
Proteasomy  slopiklis MGI132 tankiai auginamose Igsteliy kultirose
reikSmingai padidina cJun baltymy kiekj, bet ne ERK2. Pateiktos
reprezentatyvios Western blot nuotraukos. Nudazyti SDS-PAGE geliai
naudojami kaip kiekio kontrolé. (© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034 )
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PrieSingas cJun ir JNK fosforilinimo priklausomumas nuo lastelé-
lastelé kontakty

Norédami iSsiaiskinti uzlasteliniy kontakty poveikj signalo perdavimui
JNK kelyje, WB metodu istyréme JNK bei cJun aktyvinancio fosforilinimo
kitima, priklausomai nuo lgsteliy tankio prilipusiy lIgsteliy kulttirose. R14 pav.
pateikti duomenys rodo, kad tankesnéje kultiiroje cJun fosforilinimas
mazesnis, ta¢iau JNK fosforilinimas didesnis, lyginant su reta kultira. Tuo
metu bendras JNK baltymo kiekis nekito. Tokiu biidu nustatéme, kad lasteliy
kulturos tankis priesingai veikia cJun ir JNK fosforilinima, t. y., nors JNK
aktyvumas tanké&jant kulttrai ir lasteléms vis labiau kontaktuojant didéja,
taciau cJun fosforilinimas mazéja, galimai dél to, kad sumazéja ir bendras
cJun baltymo kiekis. Taip pat, analogiskai, lasteliy agregatuose clun
fosforilinimas slopinamas, tuo metu kai JNK yra daugiau fosforilinta
agregatuose negu pavienése lastelése suspensijoje.
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R14 pav. Priesingas cJun ir JNK fosforilinimo reguliavimas uzlgsteliniais
kontaktais. (a) cJun fosforilinimas mazéja didéjant lgsteliy tankiui kultaroje.
(b) JNK fosforilinimas didéja didéjant lgsteliy tankiui kultiiroje. (c) Bendras
JNK baltymo kiekis yra vienodas, esant skirtingam lgsteliy kultiros tankiui.
(© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034). (d) LCL pirminése linijose stebimas
toks pat reiskinys. (e) cJun fosforilinimas lgsteliy agregatuose mazesnis nei
pavienése lgstelése suspensijoje. (f) JNK fosforilinimas Ilgsteliy agregatuose
didesnis nei pavienése lgstelése suspensijoje. Pateiktos reprezentatyvios
Western blot nuotraukos. Skaiciai virs bloty rodo santykinj juosteliy
intensyvumg (Zr. Metoduose densitometrijos aprasymqg). Nudazyti SDS-PAGE
geliai naudoti kaip kiekio kontrole.

80


https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034

Apibendrinant auks$¢iau pateiktus tyrimus galima teigti, kad
nepriklausomai nuo lgsteliy tipo, tirty proteinkinaziy bazinis fosforilinimas,
nors ir skirtingai, priklauso nuo lgstelés prisitvirtinimo, t.y. jis pakinta
keiciantis lasteliy saveikoms su substratu ar tarpusavyje. (Baziniu
fosforilinimu ¢ia vadiname ilgai trunkantj, nuolatinj fosforilinimo lygj
lastelése, kurios papildomai neveikiamos jokiais iSoriniais nenatiiraliais
veiksniais). Streso kinaziy JNK ir p38 bazinis fosforilinimas kinta kitaip, nei
AKT fosforilinimas Myo ir A549 lastelése, joms atkimbant nuo pavirSiaus:
netekus kontakty su substratu AKT fosforilinimas sumazéja, tuo metu kai INK
ir p38 padidéja. Netikétai, ERK1/2 fosforilinimo padid¢jimas pastovios
plauciy vézio A549 linijos lastelése, prieSingai nei sumazéjimas kitose tirtose
plauciy vézio kilmés lasteliy linijose, nustatytas netekus kontakty lgstele-
substratas. Abi, tiek ERK, tieck AKT, yra i§gyvenimo kinazés anoikis sglygose
plauciy vézio A549 ir raumeninés kilmés kamieninése Myo9 lastelése, o
tarplasteliniai kontaktai Iasteliy agregatuose didina $iy kinaziy fosforilinima
bei lgsteliy iSgyvenima. Prilipusiy Igsteliy 2D kulttiroje kontaktai tarp lasteliy
zenkliai sumazino JNK taikinio transkripcijos veiksnio cJun kiekj (galimai dél
degradavimo proteasomose) ir fosforilinima. Be to, tyrimai atskleidé priesinga
lasteliy kultiiros tankio jtaka to paties signalinio kelio molekuliy — fosfo-cJun
ir fosfo-JNK — baziniam lygiui. Tai rodo, kad cJun N-galo kinazés aktyvacijos
rezultatas lastelése gali priklausyti nuo esamo cJun kiekio, kurj nulemia
tarplasteliniai kontaktai.

Papildomai esame atlik¢ JNK signalinio kelio molekuliy lokalizacijos
tyrimus. Imunocitochemijos ir Western blot metodais stebéjome, kaip keiciasi
JNK ir cJun baltymo bei jy fosforilinty formy lokalizacija, atkreipiant démes;j
1 citoplazminj ir branduolinj pobtidj. Gavome duomeny, kad Siy signaliniy
molekuliy judéjimas tarp citoplazmos ir branduolio galimai lemia JNK
vaidmenj Zities reguliacijoje. Stai leukeminése K562 ir proliferuojandiose
kamieninése Myo lastelése, kuriose JINK paskatina apoptoze, JNK molekulés
po cisplatinos poveikio yra lokalizuotos branduoliuose, tuo metu A549 bei
diferencijuotose miogenine kryptimi Myo Igstelése (jose JNK slopina
apoptozés indukcijg paveikus cisplatina) — citoplazmoje (R15 pav.). Pateikti
Western blot duomenys (R16 pav.) rodo, kad JNK signalinio kelio molekulés
(fosforilinta JNK bei fosfo cJun) kraujo vézio K562 lastelése labiau nei
plauciy vézio A549 lastelése, paveikus cisplatina, kaupiasi branduoliuose.
Fosfo-cJun kiekio kitimas, parodytas Western blot metodu, abiejose lgsteliy
linijose patvirtino jo, kaip indukuojamo transkripcijos veiksnio branduolyje,
vaidmenj. Taigi, misy tyrimai panaudojus lgsteliy zities modelius,
pasizymincius skirtingu JNK vaidmeniu apoptozéje, preliminariai parodé, kad
JNK lokalizacija lasteléje koreliuoja su jos vaidmeniu apoptozéje.
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R15 pav. JNK vidulgsteliné lokalizacija (antikunai pries bendrq JNK2).
Fluorescenciniu mikroskopu nufotografuotuose vaizduose matoma skirtinga
JNK baltymo lokalizacija (oranziné spalva).

A — A549, cisplatina 60 uM;

B — K562, cisplatina 60 uM;

C — A549, cisplatina 90 pM;

D — K562, cisplatina 90 pM;

E — Myo diferencijuotos, cisplatina 60 puM;

F — Myo proliferuojancios, cisplatina 60 uM.

Poveikiy trukmeé 8 val. Kairéje puséje rodyklémis parodytos Igstelés,
kuriy branduoliuose svytéjimas maZesnis nei citoplazmoje. Desinéje matoma,
kad kai kuriose lgstelése branduoliai Svyti stipriau uz citoplazmaq.
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R16 pav. JNK signalinio kelio molekuliy lokalizacija vézinése Igstelése. A549
lgsteles paveikus cisplatina, fosforilinta JNK forma nekeliauja j branduolj, tuo
tarpu K562 lgstelése, po cisplatinos poveikio, branduoliuose atsiranda
daugiau fosfo-JNK. C — kontroliniy lgsteliy lizatai, cis — 6 val. terpéje su
cisplatina (60 uM) laikyty lgsteliy lizatai; Total — viso lgsteliy turinio lizatai,
Nuc — branduoliy frakcija.

3.2. MAPK ir AKT signaliniy keliy molekuliy, kaip galimy taikiniy plauciy
vézio terapijoje, tyrimas

Antrame darbo etape tyréme MAP kinazés ERK bei proteinkinazés AKT
signaliniy keliy tarpusavio sgveikos galimybe skirtingy plauciy vézio linijy
lastelése.

Charakterizavimas Igsteliy linijy, gauty i§ Zmogaus plauciy vézio méginiy

T1 paveiksle pateikiame tyrimo metu nustatytas S$iy lasteliy
charakteristikas. Mikrofotografijose matomos skirtingo fenotipo (epitelinio ar
mezenchiminio) Igstelés (T1 pav., A). Kamieniskumo, taip pat su epitelinio-
mezenchiminio virsmo (EMT) susijusiy transkripcijos reguliatoriy,
dalyvaujanéiy vézio, jskaitant plauc¢iy vézj, vystymesi ir progresavime —
NANOG, OCT4, SOX2, SOX9, MYC, HOXAS, FOXO1, FOXC2, SNAILI,
SNAIL2 , ZEB1, ZEB2, TWIST1 ir TWIST2 — mRNR raiskos tyrimai
atskleidzia, kad lastelés yra skirtingos pagal Siuos zymenis (T1 pav., B).
Baltymy, priklausanciy tarpiniy filamenty Seimai — vimentino ir citokeratino
— koekspresija, nustatyta Western blot metodu (T1 pav., C), rodo, kad Igstelés
turi dalinio EMT poZymiy. Buvo jvertintas ir bazinis ERK ir AKT kinaziy
fosforilinimo lygis Siose lasteliy linijose. PI3K/AKT ir MAPK signaliniy keliy
molekulés, reguliuojancios lasteliy dauginimasi ir i§gyvenima, AKT ir ERK,
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daznai yra aktyvuotos vézio Iastelése. Duomenys, pateikti T1 pav. C apacioje
rodo fosforilintas ERK ir AKT kinazes lgsteliy linijose, nors ir skirtingu
laipsniu. Kai kurie poky¢iai tirtose lastelése buvo pastebéti ir jas auginant in
vitro, kas yra zinoma mokslingje literatliroje kaip véZiniy Igsteliy
plastiSkumas. T2 paveiksle pateiktose nuotraukose (imunofluorescencinis
metodas) matome jvairiy zymeny (vimentino, CD44, E-kadherino, beta-
katenino) raiska ir lokalizacijg.
Sios lasteliy linijos buvo naudojamos tolesniuose miisy tyrimuose.
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T1 pav. Zmogaus plauciy NSCLC navikinés kilmeés Igsteliy linijy
apibidinimas. (A) A549 lgsteliy ir pirminiy lgsteliy linijy, auginty in vitro
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daugiau kaip 10 perséjimy, morfologija. Mastelio juosta — 400 um. Lgstelés
nudazytos kristalinio violeto dazais. (B) Santykiné kamieniniy lgsteliy ir su
EMT susijusiy transkripcijos veiksniy raiska, nustatyta RT-qQPCR metodu
(lyginant su GAPDH). Duomenys pateikiami kaip vidurkis + SD (N = 2).
Pastaba: didesnis nuotrauky ir diagramy formatas pateiktas Sios disertacijos
prieduose, psl. 134-136. (C) Skirtinga mezenchiminiy ir epiteliniy Zymeny
citokeratino ir vimentino (tarpiniy filamenty Seimos baltymai) bei aktyvuoty
baltymy kinaziy fosfo-ERK ir fosfo-AKT raiska plauciy vézZio kilmeés lgsteliy
linijjose, nustatyta Western blot metodu. Pateiktos daugiau nei 3
nepriklausomy eksperimenty reprezentatyvios nuotraukos. Coomassie dazyti
poliakrilamidiniai geliai panaudoti kaip kiekio kontrolé. Skaiciais pazymétos
lgsteliy linijos; A — A549; X —teigiama kontrolé. (Copyright © 2023 (CC BY)
Stulpinas, Sereika, Vitkeviciene, Imbrasaite, Krestnikova and Kalvelyte. doi:
10.3389/ fonc.2022.1045521 ).
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(A)
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Vimentin LCL.7

\ 4
Vimentin LCL.2

Vimentin LCL.9 Vimentin LCL.16 DAPI

Vimentin LCL.16T DAPI

CD44 LCL.16 DAPI E-kadherinas LCL.16T DAPI
T2 pav. Lgsteliy imunofluorescencinés nuotraukos. (A, virsuje) Pirminis

antikiinas pries tarpinj filamentqg vimenting, taip pat vézZiniy lgsteliy
kamieniskumo Zymenj CD44, ir epitelinio fenotipo zZymenj E-kadhering.
Skirtingi masteliai: LCL.2 ir LCL.7 atvejais — britksnelio ilgis 400 um; LCL.9
ir LCL.16 atvejais — 100 um. (B, Zemiau) Konfokalinés nuotraukos, pirminiai
antikiinai pries CD44 ir su EMT susijusio Wnt signalinio kelio molekule beta-
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katening. Branduoliai nuspalvinti mélyna arba raudona spalva. Paveikslélio
krastinés ilgis 132 um.

(B)

CD44 LCL.2 CD44 LCL.2 DAPI

CD44 LCL.5 DAPI CD44 LCL.5 DAPI

beta-kateninas LCL.11 DAPI (Tesinys kitame puslapyje)
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CD44 LCL.13 DAPI

CD44 LCL.12 DAPI

CD44 LCL.12 DAPI

beta-kateninas LCL.13 DAPI

CD44 LCL.13 DAPI
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Siame tyrime buvo naudojami MAPK ERKI1/2 ir AKT kinazes
veikiantys vaistai, esantys jvairiose klinikiniy tyrimy stadijose, bei jy deriniai
su jprastiniais prieSvéziniais vaistais, darant poveikius Sioms plauciy vézio
lasteliy linijomis.

Prie§ tirdami vaisty veikimo mechanizmus skirtingos kilmés lastelése,
pirmiausia jvertinome jvairiy chemoterapiniy preparaty, tokiy kaip cisplatina,
paklitakselis ir docetakselis, naudojamy klinikiniam plauciy vézio gydymui,
veiksminguma musy lasteléms.

Ivairiy plauciy vézio pirminiy lgsteliy linijy atsparumo taksanams
tyrimas parodé, kad paveikus tiek paklitakseliu, tiek docetakseliu
koncentracijy ribose nuo 100 nM iki 1000 nM nebuvo didelio skirtumo, t.y.
lastelés 3 paras islaiké gan stabily gyvybinguma (T3 pav.).

g Paklitakselis, 72 val. =0nM g Docetakselis, 72 val. o
& =100 nM 2 ®0nl
Eﬂ 1.5 =250 nM £ =100 nM
g‘ l 500 nM -g 15 T =250 nM
L - P .- - 1000 nM B 1 _ § ) ) 500 nM
) . o I - il Worir 9 o 1 I II' L 111 L1000 nv
2 1 i L @ . L :

£s S os

g z

£ o 2

n LCL5 LCL7 LCL9 LCL10LCL11LCL12 4 LCL5 LCL7 LCLY LCLAOLCLA1LCLA2

T3 pav. Taksany poveikis skirtingoms is plauciy naviko gautoms lgsteliy
linijoms. Lgsteliy gyvybingumas matuotas MTT metodu praéjus 72 valandoms
nuo poveikio pradzios. Y asis — Lagsteliy gyvybingumas santykiniais vienetais
(MTT absorbcijos vertés po poveikio santykis su MTT absorbcijos verte prie$
poveikj). Duomenys isreiksti vidurkiais £SD, N = 4.

Tolimesniam tyrimui buvo pasirinktas vaistas cisplatina, $iuo metu
naudojamas plauciy véziui gydyti, taip pat ERK ir AKT signaly perdavimo
keliy signalo perdavimo slopikliai: MEK slopikliai selumetinibas ir
trametinibas, ERK slopiklis SCH772984, AKT slopiklis kapivasertibas, AKT
inhibitorius VIII, PI3K slopiklis idelalisibas. In vitro
gyvybingumo/citotoksiskumo eksperimentai atlikti naudojant MTT arba
resazurino redukcijos metodus.

Cisplatinos ir taikininiy vaisty, nukreipty | ERK1/2 ir AKT signaliniy keliy
molekules, poveikis lgsteliy gyvybingumui bei ERK1/2 ir AKT
fosforilinimui

Atliekant bandymus in vitro, eiléje dozés-atsako eksperimenty (T4 pav.)
buvo parodytas nevienodas lgsteliy linijy jautrumas vaistams. Matomi
skirtumai, reaguojant j jprasta chemoterapinj vaista cisplating ir taikininius
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vaistus, nukreiptas ERK ir AKT signalizacijos keliy molekules.
Gyvybingumo testai parodé nevienoda nuo cisplatinos koncentracijos
priklausomg lasteliy gyvybingumo sumazéjima skirtingose plauciy vézio
lasteliy linijose (po 72 valandy trukmés poveikio).

Tuo tarpu j vidulasteling kinaze¢ ERK1/2 bei | AKT nukreipti vaistai
slopino lasteliy dauginimasi, taciau neturéjo Zenklaus poveikio cisplatinos
S$iuo poziiiriu buvo matomi skirtumai. Pastebétina, kad kombinuotas ERK ir
AKT slopinimas sukélé zenklesnes anti- proliferacines ir Zuvimg nuo
cisplatinos sustiprinancias reakcijas, nors ir vél — skirtingo laipsnio skirtingose
linijjose. Apibendrintai galima sakyti, jog yra tendencija, kad kombinuoto
ERK (selumetinibas) ir AKT (kapivasertibas) keliy slopinimo jtaka
proliferacijai ar cisplatinos sukeliamai ztciai yra didesné nei pavienio kelio
slopinimas.

Nors apskritai 1gsteliy linijjos buvo gana atsparios tirtiems vaistams
(atkreipkite démesj, kad kinaziy inhibitoriai nesukélé lasteliy ziities, nors
stabdé proliferacija; panasiai, didZiausia cisplatinos koncentracija nesunaikino
daugiau nei 60 proc. lasteliy per 3 paras), lastelinis atsakas rodo, kad tiek
ERK, tiek AKT dalyvauja reguliuojant lgsteliy iSgyvenimg po tokio gydymo.

Siekiant tai patvirtinti, buvo tiriami $iy baltymy kinaziy fosforilinimo
pokyciai po cisplatinos poveikio. WB analizé¢ parodé¢ abiejy kinaziy
fosforilinimo pokycius (T5 pav.). A549 lastelése cisplatina lémé palaipsnj ir
ilgalaikj ERK fosforilinimo padidéjima, mazesni buvo stebimi AKT kinazgés
fosforilinimo poky¢iai. ERK ir AKT fosforilinimo padidéjimas taip pat buvo
nustatytas kitose Igsteliy, paveikty cisplatina, linijose: paveiksle T5, B pateikti
duomenys apie ERK ir AKT fosforilinimo padidéjima po 6 valandy poveikio
cisplatina. Baltymy raiska eksperimento sglygomis lieka nepakitusi.

90



Cisplatina, 72 val. =20 uM

1.4 ®45 M

12 90 uM
180 pM
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T4 pav. Cisplatinos ir taikininiy vaisty poveikis skirtingoms plauciy vézio
lgsteliy linijoms. IS plauciy véZio gautos lgstelés skirtingai reaguoja j vaistus
nuo vezio. (A) Lagsteliy gyvybingumo sumazéjimas lgsteliy linijy grupéje,
paveikus skirtingomis cisplatinos koncentracijomis 72 valandas. Y asis —
lgsteliy gyvybingumas isreikStas santykiniais vienetais atzvilgiu pradinés
kontrolés (MTT absorbcijos vertés po poveikio santykis su MTT absorbcijos
verte pries poveikj). Duomenys isreiskiami vidurkiais £SD, N = 4. (B)
prilyginama 1,0. (C) Plauciy véZio lgstelés skirtingai reaguoja j taikininiy
vaisty ir cisplatinos derinius. Lgsteliy iSgyvenamumas be inhibitoriy
prilyginamas 1,0. Siuose bandymuose buvo naudojamos cisplatinos
koncentracijos, kurios po 72 valandy poveikio sukelia 50% Igsteliy zitj, ir
skirtingoms lgsteléems jos buvo skirtingos. DM — tirpiklis DMSO, SEL — ERK
slopiklis selumetinibas, CAP — AKT slopiklis kapivasertibas. (© 2023 (CC BY)
Stulpinas, Sereika, Vitkeviciene, Imbrasaite, Krestnikova and Kalvelyte. doi:
10.3389/ fonc.2022.1045521 ).
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TS pav. ERK ir AKT fosforilinimas plauciy vézio kilmés lgsteliy linijose jas
paveikus cisplatina. (A) pAKT lygis A549 lgstelése laikui bégant kinta
nezymiai, tuo tarpu pERK lygis reik§mingai padidéja. (B) IS plauciy vézio
gautose lgsteliy linijose stebimas fosforilinty ERK ir/arba AKT baltymy
padidéjimas (Sesta valanda nuo poveikio cisplatina pradzios). (C) ERK
fosforilinimas padidéjes paveikus jvairiomis cisplatinos koncentracijomis (20
ir 40 val. nuo poveikio pradzios),; 0 — be poveikio; (D) Bendras AKT ir ERK2
baltymo kiekis nekinta A549 lgstelése, paveikus cisplatina. (E) Plauciy vézZio
kilmes linijy lgstelése AKT ir ERK?2 kiekiai nekinta, paveikus cisplatina. DM
— tirpiklio kontrolée (DMSO), +cis — cisplatina. Parodyti reprezentatyviis
Western blot paveikslai. Coomassie dazyti baltymy geliai pateikiami kaip
kiekio kontroleé. Cisplatinos koncentracija buvo 90 uM, jei nenurodyta kitaip.
(© 2023 (CC BY) Stulpinas, Sereika, Vitkeviciene, Imbrasaite, Krestnikova
and Kalvelyte. doi: 10.3389/ fonc.2022.1045521 ).

Tolimesnis musy darbo tikslas buvo su signalo perdavimu susijes
atsparumo prie§véziniam gydymui tyrimas, ty. atsako j MEK/ERK ir
PI3K/AKT keliy inhibitorius mechanizmai. Kaip vienas i§ galimy atsparumo
taikininiams vaistams mechanizmy buvo tiriamas alternatyviy kinaziy
aktyvinimas. Sgveikos tarp PI3K/AKT ir MEK/ERK keliy buvo ieskoma
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naudojant $iy signalizacijos keliy molekuliy slopiklius atskirai arba kartu su
cisplatina plauciy vézio kilmés pirminése lasteliy linijose.

kinaze ERK, jos kinaz¢ MEK, kinaze AKT bei jos aukstesnj aktyvatoriy
kinaze PI3K, neabejotinai turi biocheminj poveikj savo taikiniams misy
tirlamomse lgstelése (T6 pav.). Paradoksaliai, AKT slopiklis kapivasertibas
didino AKT fosforilinimg Thr308 pozicijoje kontrolinése ar cisplatina
paveiktose lgstelése. Siekiant jsitikinti, kad kinazés aktyvumas tikrai
blokuotas, papildomai buvo parodytas tiesioginio AKT taikinio/substrato,
kinazés GSK3-beta, fosforilinimo sumazéjimas visose tirtose lgsteliy linijose,
paveikus cisplatina ar be cisplatinos. AKT slopiklis VIII sumazino AKT
fosforilinima visose tirtose plauciy vézio lasteliy linijose, o MEK slopiklis
selumetinibas visais atvejais sumazino MEK taikiniy ERK1/2 fosforilinima.
Patvirtinome ir kity slopikliy (idelalisibo, SCH772984 bei trametinibo)
poveikius savo taikiniams.
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T6 pav. Taikininiy vaisty veiksmingumo nustatymas, remiantis jy taikiniy

fosforilinimo slopinimu. (A) AKT slopiklis kapivasertibas padidina paties AKT
fosforilinimq. Kapivasertibo veiksmingumq rodo slopinamas GSK3f, AKT

taikinio, fosforilinimo sumazéjimas. DM — kontrolinis tirpiklis (DMSO), CAP

— kapivasertibas, +cis — cisplatina. (B) AKT VIII inhibitorius (AKTi) ir PI3K
inhibitorius idelalisibas (IDE) sumazina AKT fosforilinimq kontrolinése ir
cisplatina paveiktose lgstelése. (C) MEK/ERK signaly inhibitoriai slopina

ERK1/2  fosforilinimg kontrolinése ir cisplatina paveiktose lgstelése.

Pastaba:didesnis paveikslo formatas pateiktas prieduose, psl. 137. SEL —
selumetinibas, SCH — ERK inhibitorius SCH772984, TRA — trametinibas.
Pateiktos reprezentatyvios Western blot nuotraukos. Kaip kiekio kontrolé

pateikti Coomassie méliu nudazyti baltymy geliai. Naudotas 6 val. trukmés

vaisty poveikis. Cisplatinos koncentracija buvo 90 uM, o inhibitoriy — 10 uM,
iSskyrus trametinibg ir SCH772984 (1 uM). (© 2023 (CC BY) Stulpinas,

Sereika, Vitkeviciene, Imbrasaite, Krestnikova and Kalvelyte. doi: 10.3389/

fonc.2022.1045521 ).
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Neigiamas abipusis grjztamasis rySys tarp MEK/ERK ir PI3K/AKT
signaliniy keliy i§ plauciy vézio gautose Iasteliy linijose

Neabejotina, kad genetiniy profiliy nustatymas navikuose gali zZymiai
pagerinti vézio suvaldyma, taciau dabar jau zinoma, kad daugelis vézio
savybiy priklauso ne tik nuo mutacijy; taip pat, negenetinis lasteliy biklés
moduliavimas gali stipriai keisti atsaka ] gydyma (Hahn, Bader, Braun,
Califano, Clemons, Yoda, et al. 2021). Egzistuoja jvairiis lasteliy atsparumo
vaistams mechanizmai, kurie, beje, gali labai priklausyti nuo véziniy lasteliy
biisenos. O lgsteliy likimg gali lemti dinaminé ERK ir AKT saveika, kuriai
itakos turi Igstelei budingi vidiniai ir iSoriniai veiksniai.

Yra zinoma, kad vienas i§ galimy atsparumo taikininiams vaistams, kurie
slopina kinazes, mechanizmas yra alternatyviy kinaziy aktyvinimas lastelése.
Signalizacijos keliy saveika parodyta tam tikruose vézio lasteliy modeliuose.
PI3K/AKT ir MEK/ERK keliy kryzminés sgveikos reiskinys miisy tyrimuose
buvo analizuojamas naudojant Siy signaliniy keliy molekuliy inhibitorius,
atskirai arba kartu su cisplatina, plauciy vézio kilmeés pirminiy linijy lastelése.

Yra duomeny/ nuomoné, kad griztamasis rySys tarp AKT ir ERK keliy
yra specifinis lgsteliy linijai ir gali priklausyti nuo specifiniy onkogeniniy
mutacijy vézio lastelése. Buvo pasitlyta, kad griztama rySj sustiprina
aktyvinanti KRAS mutacija arba padidinta ¢CMET raiSka, taip nulemiant
nejautrumg vaistams (Yuen et al. 2012). Turédami tai omenyje, kad KRAS
busena lemia griztamagjj rysj tarp PI3K/AKT ir MEK/ERK keliy, mes
naudojome KRAS mutacijg turin¢ias A549 lasteles (pastoviaja lasteliy linija),
kad palygintume alternatyviy kinaziy aktyvavimo reiSkinj su kitais Iasteliy
tipais.

Lygiagreciai A549, tyréme lgsteliy linijas, gautas i$ plau¢iy naviky, nors
ir be genetinio profiliavimo, ir nustatéme, kad kryZminio slopinimo reiskinys
buvo budingas visiems musy tirtiems lasteliy tipams. Kaip parodyta T7
paveiksle, lasteliy poveikiai ERK slopikliais selumetinibu, trametinibu,
SCH772984 padidino AKT fosforilinimg (T7 pav., A). Ir atvirks¢iai, AKT
signalo perdavimo slopinimas kapivasertibu, idelalisibu ir AKT inhibitoriumi
VIII padidino ERK fosforilinimg visose tirtose lgsteliy linijose, tiek
kontrolinése, tiek paveiktose cisplatina (T7 pav., B). Taigi, plauciy Igstelése
buvo patvirtintos kompensaciné griztamojo rysio saveika tarp dviejy signalo
perdavimo keliy: ERK kelio slopinimas aktyvavo AKT kelig, ir atvirksciai.
Saveika buvo realizuojama per baltymo fosforilinima, nes bendras
alternatyvios kinazés baltymo kiekis isliko nepakites (T8 pav.)
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T7 pav. ERK ir AKT signaly kryzminé sqveika plauciy vézio lgsteliy linijose.
Pastaba: didesnis paveikslo formatas pateiktas prieduose, psl. 138-149. (A)
ERK/MEK inhibitoriai selumetinibas, trametinibas, taip pat ERK slopiklis
SCH772984 padidina AKT fosforilinimq visose istirtose lgsteliy linijose, kai
néra cisplatinos arba jq pridéjus. (B) AKT slopikliai kapivasertibas, AKT
inhibitorius VI, PI3K slopiklis idelalisibas sustiprina ERK1/2 fosforilinimg
visose iitirtose lgsteliy linijose, kontrolinése arba cisplatina paveiktose

geliai patezkzaml kaip kiekio kontrole. Buvo naudojamas 6 valandas
trunkantis vaisty poveikis. Cisplatinos koncentracija 90 uM. Kinaziy slopikliy
koncentracija buvo 10 uM, isskyrus trametinibq ir SCH772984 (1 uM). DM —
tirpiklio kontrolé (DMSO), SEL — selumetinibas, +cis — cisplatina, TRA —
trametinibas, SCH — ERK inhibitorius SCH772984, CAP — kapivasertibas,
AKTi — AKT inhibitorius VIII, IDE — idelalisibas. (© 2023 (CC BY) Stulpinas,
Sereika, Vitkeviciene, Imbrasaite, Krestnikova and Kalvelyte. doi: 10.3389/
fonc.2022.1045521 ).
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T8 pav. Taikiniai vaistai neturi jtakos alternatyvios kinazés baltymo raiskai.
(A) ERK/MEK inhibitoriai selumetinibas nekeicia AKT baltymo kiekio visose
iStirtose lgsteliy linijose, kai néra cisplatinos arba jg pridéjus. (B,C) AKT
slopikliai kapivasertibas ir AKT inhibitorius VIII nekeicia ERK2 baltymo
kiekio visose i§tirtose lgsteliy linijose, kontroline'se arba cisplatina paveiktose
geliai patezkzaml kaip kiekio kontrole. Buvo naudojamas 6 valandas
trunkantis vaisty poveikis. Cisplatinos koncentracija buvo 90 uM. (© 2023
(CC BY) Stulpinas, Sereika, Vitkeviciene, Imbrasaite, Krestnikova and
Kalvelyte. doi: 10.3389/ fonc.2022.1045521 ).

MEK slopiklis selumetinibas sukélé AKT fosforilinimo padidéjima
diferencijuotose triusio raumens lastelése Myo, pragjus 16 val. nuo poveikio
45 puM cisplatinos koncentracija (T9 pav.). Nors Siose lgstelése daugiau
susijusiy tyrimy neatlikome, manytume, kad AKT-ERK kelio griztamasis
slopinimas galimai yra buidingas ir kitiems zinduoliams (nepublikuoti
duomenys). Kaip bus aptarta diskusijoje, $is atradimas yra svarbus,
persvarstant nuo mutacijy onkogenuose priklausomos AKT-ERK sgveikos
teorija.
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T9 pav. Galima ERK ir AKT signaly

Myo L .
== dazytas kryzminé sqveika is triusio raumens gautoje
. gelis lgsteliy linijoje Myo. DM — tirpiklio kontrolé
DAKT (DMSO), SEL - selumetinibas, +cis -

cisplatina.

t  pERK

DM SEL, +cis

UZzlasteliniy kontakty vaidmuo bei chemoterapinio vaisto koncentracijos
itaka AKT-ERK saveikos reguliacijoje

Ankstesniuose §io etapo paveiksluose (T paveikslai) pateikti rezultatai
yra gauti lgstelése, prilipusiose prie uZzlgstelinio substrato, todél buvo jdomu
pasiaiskinti, kaip gali biiti reguliuojama kinaziy sgveika cirkuliuojanciose
(neprilipusiose) vézinése lastelése. Siame tyrime, vis dar naudodami 2D
lasteliy kultoras, parodéme, kad FAK slopiklis PF573228 slopino AKT
fosforilinima, kurj sukélé MEK inhibitorius selumetinibas (T10 pav., A).
Panasiai AKT inhibitoriaus kapivasertibo sukelta ERK fosforilinimo
padidéjima PF573228 sumazino kontrolinése ir cisplatina paveiktose plauciy
vézio kilmés Igstelése (T10 pav., B). Tai rodo galima lasteliy saveikos su
substratu (ir kinazés FAK) vaidmenj, reguliuojant signaliniy keliy tarpusavio
saveika.

Reikéty paminéti, kad nepavyko gauti AKT fosforilinimo sumazéjimo
A549 lastelése, vienu metu veikiamose PF573228 ir selumetinibu (T10 pav.,
A). Sie duomenys atitinka miisy ankséiau jrodyta FAK slopinimo vaidmenj
ERK kinazei A549 lastelése: FAK inhibitorius skatino ERK fosforilinima
A549 lastelese (pav. RS, C). Taip pat nenormalus ERK1/2 aktyvavimas
plauciy vézio A549 lastelése, prieSingai nei slopinimas kitose tirtose 1gsteliy
linijose, buvo nustatytas suspensijos salygomis (R5 pav., B).

Galiausiai, siekdami imituoti cirkuliuojanciy véziniy lasteliy buisena,
inkubavome pasirinkty linijy pavienes lasteles suspensijoje be jokiy lasteliniy
kontakty, kaip apraSyta metody skyriuje, ir veikéme jas vaistais. Kaip matome
10 pav. C, slopikliy poveikis alternatyviy kinaziy aktyvacijai suspensinése
lastelése buvo silpnesnis, neutralus ar net priesingas. Sis reiskinys buvo
patvirtintas ir selumetinibo (ERK kelio slopinimas), ir AKT VIII inhibitoriaus
(AKT kelio slopinimas) atveju. Neprilipusiy lasteliy modelyje nebuvo
nustatyta jokio AKT ar ERK fosforilinimo padidéjimo po atitinkamai ERK ar
AKT inhibitoriy veikimo. Taigi, praradus uzlgstelinius kontaktus,
prarandamas ir abipusis kinaziy slopinimas, t.y. kinaziy tarpusavio sgveika.
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T10 pav. Uzlgsteliniy kontakty jtaka ERK ir AKT signaliniy keliy sqveikai.
(A) Fokalinés adhezijos kinazés inhibitorius PF573228 (+Fi; 10 uM) slopina
MEK kinazés slopiklio selumetinibo sukeltq AKT fosforilinimo padidéjimg
kontrolinése ir cisplatina paveiktose plauciy vezio kilmeés lgstelése, iSskyrus
A549 lgsteles. (B) PF573228 apsaugo nuo AKT slopiklio kapivasertibo
sukelto ERK fosforilinimo padidéjimo kontrolinése ir cisplatina paveiktose
plauciy vézio lgstelese. (C) Lgsteléms, auginamoms suspensijoje (Susp.)
kratymo sglygose, priesingai nei prilipusioms Igsteléems (Adh.), nestebima
alternatyvios kinazés aktyvacija. Parodytos tipinés Western bloty nuotraukos.
Kaip kiekio kontrolé pateikti Coomassie méliu dazyti baltymy geliai.
Naudotas 6 valandy trukmés vaisty poveikis. DM — kontrolinis tirpiklis
(DMSO), SEL — selumetinibas (10 uM), +cis — cisplatina (90 uM), +Fi — FAK
slopiklis PF573228 (10 uM), CAP — kapivasertibas (10 uM), AKTi — AKT
inhibitorius VIII (10 uM). (© 2023 (CC BY) Stulpinas, Sereika, Vitkeviciene,
Imbrasaite, Krestnikova and Kalvelyte. doi: 10.3389/ fonc.2022.1045521 ).

Kitas tyrimy rezultatas, aiSkinantis sgveikos tarp kinaziy mechanizmus —
signaliniy keliy sgveika gali priklausyti nuo chemoterapinio stimulo stiprumo:
AKT ir ERK1/2 tarpusavio sgveika nestebima lgstelése, veikiamose didele
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cisplatinos koncentracija (240 uM) (T11 pav.). Tokie duomenys gali paremti
didelés koncentracijos intranavikinés chemoterapijos idéja kaip alternatyva
mazos koncentracijos intraveniniam dozavimui, kas leisty iSvengti sisteminés
viso organizmo intoksikacijos (Jiang et al. 2020).
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T11 pav. ERK ir AKT tarpusavio sqveika gali priklausyti nuo signalo
stiprumo. Lgstelése, is anksto paveiktose didele cisplatinos koncentracija (240
uUM), priesingai nei kontrolinése arba maza cisplatinos koncentracija (45 uM)
veiktose lgstelése, nestebima alternatyviosios kinazés AKT aktyvacija
reaguojant | ERK slopinimq selumetinibu (A), taip pat ir ERK aktyvacija
reaguojant § AKT inhibitoriy VIII (B). Pateiktos tipinés Western blot
nuotraukos. Kaip kiekio kontrolé parodyti Coomassie méliu nudazyti baltymy
geliai. Naudotas 6 valandy trukmés vaisty poveikis. DM — kontrolinis tirpiklis
(DMSO), SEL — selumetinibas (10 puM), +cis — cisplatina, AKTi — AKT
inhibitorius VIII (10 puM). (© 2023 (CC BY) Stulpinas, Sereika, Vitkeviciene,
Imbrasaite, Krestnikova and Kalvelyte. doi: 10.3389/ fonc.2022.1045521 ).

Baltymo raiskos tyrimai patvirtino, kad ERK?2 ir AKT bendras kiekis
nekito aprasyty tyrimy sglygomis, nei pridéjus FAK slopiklio (T12 pav. A),
nei suspensinése lastelése (T12 pav. B), nei padidinus -cisplatinos
koncentracija (T12 pav. C).
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T12 pav. Vaisty ir slopikliy pridéjimas nei kontakty netekimas nejtakoja ERK?2
bei AKT baltymo kiekio, tik fosforilinimq. (A) FAK slopiklis nekeicia ERK2
baltymo kiekio kapivasertibu veiktose lgstelése, su ar be cisplatinos. (B) A549
bei kitose is plauciy vézio gautose lgstelése, augintose be uzlgsteliniy kontakty
suspensijoje, ERK2 bei AKT baltymo kiekis nepakinta, pridéjus vaisty ar
slopikliy. (C) Esant didelei cisplatinos koncentracijai (240 uM), selumetinibo
pridéjimas nepakeicia AKT baltymo raiskos. CAP — kapivasertibas (10 uM),
+Fi — FAK slopiklis PF573228 (10 uM), DM — kontrolinis tirpiklis (DMSO),
SEL — selumetinibas (10 uM), +cis — cisplatina, AKTi — AKT inhibitorius VIII
(10 uM). (© 2023 (CC BY) Stulpinas, Sereika, Vitkeviciene, Imbrasaite,
Krestnikova and Kalvelyte. doi: 10.3389/ fonc.2022.1045521 ).

Taigi galime teigti, kad tirtos Igsteliy linijos, gautos i§ plauciy véziu
sirgusiy pacienty, pasizymi skirtinga morfologija, skirtinga kamieniskumo
geny raiska, skirtingais pavirSiniais baltyminiais Zymenimis, nevienodu
baziniu ERK bei AKT fosforilinimu bei nevienodu atsako j cisplating bei
taikininius vaistus lygiu. Taciau visose jose nustatyta ERK ir AKT signaliniy
keliy negatyvi kryZzminé sgveika, t.y. ERK kinazés slopinimas ERK signalinio
kelio slopikliais didino AKT fosforilinimg, o AKT kelio slopikliai didino ERK
fosforilinimg tiek kontrolinése, tiek 45-90 uM koncentracijos cisplatina
paveiktose Iastelése.

Nustatyta, kad sgveikos tarp kinaziy buvimas priklauso nuo uZlgsteliniy
kontakty, kadangi lastelése, praradusiose kontaktus su substratu ir su kitomis
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lastelémis (pavienése suspensinése lastelése) slopinancio vienos kinazés
poveikio kitai nebuvo. Taip pat, ERK-AKT saveikai jtakos turi vaisto
koncentracija — Iasteles paveikus didele cisplatinos koncentracija (240 pM)
kryzminis slopinimas sumazgjo.

Apibendrinant, nustatytas preliminarus ERK ir AKT saveikos
mechanizmas bei panaudota mokslinio tyrimo strategija gali biiti atvaizduota
schema:

Cisplatina
(>200 uM)

ERK1/2
PF573228;

Prilipimo
slopinimas
Selumetinibas - Idelalisibas
Trametinibas Ulasteliniai Kapivasertibas
SCH772984 kontaktai AKT inhibitorius VIII
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4. REZULTATU APTARIMAS IR DISKUSIJA

Uzlasteliniy kontakty jtakos jvertinimas lastelés likima reguliuojanciy
kinaziy aktyvinimui / i§jungimui yra svarbus prognozuojant lasteliy elgseng ir
nustatant normaliy ir véziniy lasteliy atsaka | gydyma, priklausomai nuo jy
fenotipinés biiklés, taip pat jy buvimo vietos organizme. Misy tyrimas parodg,
kad lastelése, praradusiose uzlgstelinius kontaktus, padidéja stresiniy MAP
kinaziy JNK ir p38 fosforilinimas ir sumazéja iSgyvenimo kinazés AKT
fosforilinimas, procese dalyvaujant tirozino kinazei FAK. Pazymétina, kad
bendras AKT ir MAPK molekuliy kiekis tiriamy procesy metu nepakito.
Taciau MAP kinazés ERK fosforilinimas Myo ir A549 lastelése kito
skirtingai. Kontakto su Igstelémis ir substratu atémimas sukélé ERK
fosforilinimo padidéjima A549 Iastelése, taciau sumazéjo pirminése plauciy
vézio kilmeés lasteliy linijose bei raumeninés kilmés Myo lastelése. Siuo atveju
kinaziy fosforilinimo skirtumus lasteléms atsiskyrus nuo substrato lemia
Ivykiai, vykstantys uz FAK aktyvacijos, nes vien Sios kinazés slopinimas
turéjo tokias pacias pasekmes kaip ir lasteliy prilipimo panaikinimas.

Prilipimo kinaz¢ FAK yra Zinoma kaip molekulé, esanti signaliniame
kelyje uz integriny ir augimo veiksniy receptoriy. Si nereceptoriné tirozino
kinazé reguliuoja jvairias Iasteliy funkcijas, jos raiSka padidéja sergant
Ivairiomis zmogaus vézio formomis (Frame et al. 2010)(McLean et al. 2004).
FAK perduoda integriny aktyvinimo signala Zmogaus embrioninése
kamieninése lastelése ir palaiko jy iSlikima, adhezija prie substrato ir
nediferencijuotos biisenos palaikyma (Vitillo et al. 2016). Nuo integriny
priklausomas Igsteliy prikibimas reguliuoja FAK fosforilinimg ir aktyvuma.
FAK autofosforilinimas Tyr397 yra bitinas integriny signalizavimui, dél to
keiCiasi lgsteliy forma, migracija, proliferacija ir diferenciacija. FAK
aktyvuoja daugybe tolesniy taikiniy, tokiy kaip AKT, c-Src, paxilinas, talinas,
MDM?2 (Tai, Chen, and Shen 2015). Taciau zinomos ir nuo prilipimo
nepriklausomos FAK funkcijos. Nustatyta, kad padidéjes FAK aktyvinimas
neprisitvirtinimo salygomis lemia spartesnj navikiniy lasteliy augima (Ward
et al. 2013). Netipiniai FAK signaliniai keliai reguliuojant ne-apoptozing
lasteliy mirtj buvo nustatyti epiteliniy lgsteliy linijoje (Ishikawa et al. 2015a).
Siame darbe parodéme, kad FAK dalyvauja perduodant integriny sukeltus
signalus link MAPK ir AKT raumens kamieninése ir plau¢iy vézio lastelése;
nustatéme nuo integriny priklausomg FAK aktyvacija — jos fosforilinimas
sumazgjo atlipintose Myo ir A549 linijy lastelése. Farmakologinis FAK
slopinimas 1émé MAP kinaziy (ERK1/2, JNK, p38) ir iSgyvenimo kinazés
AKT fosforilinimo pokycius, kurie sutapo su jy pokyciais praradus lasteliy
prikibima.
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Toliau kalbant apie MAPK ERK, reikia paminéti, kad sukibimo
palaikymas lasteliy agregatuose per lasteliy kontaktus suteiké atsparuma
anoikis. Padidéjes ERK fosforilinimas agregatuose, palyginti su lastelémis
suspensijoje, koreliuoja su antiapoptoziniu ERK vaidmeniu miisy atlipinty
lasteliy modeliuose. Taciau nustatéme, kad lgstelé-substratas kontaktai
skirtingai aktyvina ERK plauciy vézio A549 ir kamieninése Myo lastelése, o
tai rodo, kad butina taikyti skirtingus — slopinimo ir aktyvinimo — metodus
skirtingoms lasteléms, jei taikiniu pasirenkama iSgyvenimo kinazé¢ ERK
anoikis metu. Nuo Iastelé-substratas kontakto nepriklausomas ERK
aktyvinimas vézinése lastelése gali lemti jy atsparumg anoikis ir gebéjima
metastazuoti.

Onkogeniniy signaliniy keliy aktyvavimas yra bitinas jvairiy (skirtingy
tipy) véziniy lasteliy iSgyvenimui atsiskyrimo nuo substrato metu. A549 — tai
mutuoto KRAS plauciy vézio lasteliy linija. RAS daznai mutuoja Zmogaus
nesmulkialagstelinio plau¢iy vézio (NSCLC) atveju. Gerai zinoma, kad
onkogeninis RAS aktyvuoja lasteliy iSgyvenimo kinazes ERK ir AKT. Taciau
RAS tarpininkaujamas signaly perdavimas lemia nuo audinio atsiskyrusiy
lasteliy islikima per skirtingus tolesnius efektorius. Tai gali biiti medziagy
apykaitos pokyciai (Mason et al. 2016), integriny ir EGFR saveika (Guha et
al. 2019), anoikis moduliavimas SRC baltymu (Gao et al. 2019). PanaSiai
ERK aktyvumo reguliavimas atkibus nuo substrato gali priklausyti nuo
lasteliy tipo ir gali skirtis jvairiose Igsteliy linijose (H. Zhang et al. 2016).

Vienas i§ trijy gerai iStyrinéty MAPK keliy yra JNK kelias. JNK
aktyvuojama reaguojant ] jvairius lastelinius ir uzlastelinius stresus,
pavyzdziui uzdegiminius citokinus ir ekstremalius aplinkos pokycius, ir per
Ivairius mechanizmus dalyvauja lastelés reakcijose ir apoptozeje. Be to, vis
daugiau jrodymy randasi, kad JNK atliecka dvejopas funkcijas ir gali
tarpininkauti tiek lgsteliy transformacijai, tiek apoptozei. JNK signalai atlicka
svarby vaidmenj reguliuojant véziniy lasteliy iSgyvenamuma, vézio
atsparumg vaistams. Tiksli JNK funkcija priklauso nuo lasteliy tipo ir
konteksto. JNK antiapoptozinis signalas kaip taikinys yra nauja vézio gydymo
strategija (Q. Wu et al. 2019)(S. Lee, Rauch, and Kolch 2020). Panasiy
duomeny galima rasti ir apie kita SAPK Seimos MAPK narj —p38. Pavyzdziui,
p38 aktyvinimas baltymy fosfataze PHLPP1, kuri paprastai reguliuoja AKT ir
ERK fosforilinimg, buvo pasitlytas kaip mechanizmas, skatinantis anoikis
lasteléms atsiskyrus nuo ECM (Mason ir kt., 2016). Kitame tyrime pasitilytas
p38 vaidmuo nekrozés indukcijoje transformuotose apoptozei atspariose
zmogaus kriities epitelio lastelése, dalyvaujant FAK ir TRAIL (Ishikawa et al.
2015b). Musy tyrimas atskleidé, kad streso kinaziy p38 ir JNK signaliniy keliy
aktyvavimas plauciy vézio kilmeés ir raumens kamieninése lastelése priklauso
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nuo lgsteliy ir substrato sgveikos, ta¢iau vaidmuo reguliuojant anoikis gali
skirtis. Abiejy streso kinaziy fosforilinimo padidéjimas nustatytas A549 ir
Myo lastelése nesant prikibimo prie substrato. Toks pat poveikis SAPK
fosforilinimui buvo pastebétas slopinant FAK, o tai rodo, kad §iy kinaziy
reguliavime dalyvauja integriny ir FAK signalai.

Kita vertus, streso kinaziy fosforilinimo padidéjimas gali biiti susijes ir
su vidulastelinio ROS kiekio padidéjimu atlipintose lastelése, kaip buvo
jrodyta anoikis metu HeLa ir endotelio lgstelése (Lenassi and Plemenitas$
2006)(Li et al. 1999). Literaturos duomenys rodo, kad SAPK aktyvacija ir jy
vaidmuo reguliuojant lasteliy zitj dél atkibimo néra vienareikSmiai.
Pavyzdziui, parodyta, kad streso kinazés atlieka proapoptozinj vaidmenj
anoikis mechanizmuose daugelyje lasteliy sistemy, bet ne visada (Haun et al.
2018)(Girnius and Davis 2017)(Fortin et al. 2010) (Walsh et al. 2003) (Rosen
et al. 2002). Skirtumai pastebimi ir tiriant Igsteliy kontakty jtaka JNK
fosforilinimui. Miisy darbe nustatéme, kad JNK taikinio cJun fosforilinimas
tankioje kultiroje slopinamas (R14A pav.). Tai sutampa su duomenimis i$
tyrimo su NIH3T3 fibroblasty lasteliy kulttra (Lallemand et al. 1998). Tac¢iau
fosfo-JNK lygis miisy modelinése Iasteliy linijose yra stimuliuojamas lasteliy
tankio (R14B pav.), prieSingai nei jy rezultatai, kur JNK ir p38 aktyvacija
slopino lasteliy kontaktavimas. Neatitikimus galima paaiSkinti bazinio ar
stimuliuojamo JNK fosforilinimo lygio skirtumais atitinkamai misy ir jy
eksperimentinése sistemose (kas galimai priklauso nuo naudojamos mitybinés
terpés ir jos priedy) ir/arba skirtingomis naudojamomis lasteliy linijomis.

Nepaisant to, Salia duomeny apie SAPK, kaip potencialius anoikis
tarpininkus, esama skirtingy nuomoniy dél jy vaidmens lgsteliy zutyje. Nors
JNK ir p38 kinazés buvo aktyvuotos atlimpant epitelio lasteléms, autoriai,
remdamiesi savo tyrimais, padaré iSvada, kad mazai tikétina, jog JNK arba
p38 atlieka tiesioginj vaidmenj uZlgsteliniy kontakty netekimo sukeltoje
programuotoje lasteliy mirtyje (Krestow et al. 1999)(Khwaja and Downward
1997). Skirtingai, aktyvuotas p38/JNK signalas slopino apoptoze 3D
plaukiojanciy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy klasteriuose (Komatsu et al.
2020). Taip pat zinomi p38 ir JNK kinaziy aktyvacijos skirtumai (Saranya et
al. 2017). Be to, p38 vaidmuo véZio metastaziy proceso metu gali keistis 1§
antiapoptozinio i proapoptozinj (Barrantes and Nebreda 2012). Dar daugiau,
diferenciacijos biisenai selektyviis streso kinaziy vaidmenys gali egzistuoti
lastelése, patirianciose anoikis (Vachon et al. 2002).

Siame tyrime tarplasteliniy kontakty slopinantis poveikis cJun baltymo
kiekiui buvo patvirtintas A549 ir Myo lasteliy linijose, kai lastelés buvo
inkubuojamos agregatuose arba auginamos tankioje 2D kultliroje. Lasteliy
kontaktai slopino cJun raiSskg per mechanizmg, susieta su ubikvitino-
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proteasomy sistema. Tyrimo rezultatai taip pat atskleidé, kad MAP kinazés
JNK aktyvacijos rezultatas gali priklausyti nuo cJun kiekio, kurj savo ruoztu
reguliuoja lgstelé-lastelé kontaktai.

Duomenys apie cJun baltymo kiekio mazéjima dél lasteliniy kontakty
A549 ir Myo lastelése sutampa su kity autoriy duomenimis, gautais naudojant
kitus lasteliy modelius in vitro. Didelio tankio arba nepaZeistame audinyje
cJun buvo randama nedaug, o panaikinus nuo E-kadherino priklausomag
lasteliy sukibima, cJun raiska padidéjo jvairiy rusiy lastelése, pavyzdziui,
melanocituose, keratinocituose, piktybingje melanomoje, storosios Zarnos
karcinomoje, nepazeistame audinyje arba visty tinklainés, smegeny ar kepeny
monosluoksninéje kultiiroje (Reisfeld and Vardimon 1994)(Knirsh et al.
2009). Nustatyta, kad pagrindiniai cJun baltymo kiekio Iastelése reguliatoriai
yra E-kadherinas ir mikrovamzdeliy tinklas. E-kadherino praradimas arba
citoskeleto restruktiirizacija potranskripciniame lygmenyje sukélé cJun kiekio
padidéjima. cJun kaupimasis buvo realizuojamas transliacijos biidu, o
citoskeleto tinklui teko lemiamas vaidmuo. Nustatyta, kad monomerinio a-
tubulino, cJun baltymo ir importino-13 saveika stabilizuoja transkripcijos
faktoriy, ir yra bitina jo perneSimui j branduolj (B. Spangler et al.
2011)(Barbara Spangler et al. 2012)(Kappelmann-Fenzl et al. 2019).
Analogiskai, E-kadherino stokojanti melanomos lasteliy linija Mel Im,
palyginti su kitais melanomos lasteliy linijy potipiais, tokios reguliacijos
nerodé, o tai patvirtina ry§j tarp E-kadherino ir cJun kiekio reguliacijos (B.
Spangler et al. 2011).

Taigi, Siame tyrime palyginus baltymy kinaziy fosforilinimo profilj
skirtingose lasteliy busenose — atlipusiose, prilipusiose ar agreguotose
lastelése — iSrySkéjo uzlastelinés aplinkos svarba ir skirtumai tarp lasteliy
linijy. Apskritai galima teigti, kad lasteliy sukibimas (su kitomis Iastelémis
arba su substratu) Siuo metu laikomas esminiu veiksniu, lemianciu lasteliy
likima, be to, kad jis yra gerai Zinomas vystymosi signalas. Todé¢l norint
sukurti naujus metodus, kurie pagerinty (biomedicinos pramonéje) arba
pabloginty (vézio tiksliojoje medicinoje) nuo prilipimo nepriklausoma lasteliy
iSgyvenimg ir dauginimagsi, reikia geriau suprasti signaly perdavimo
mechanizmus konkre¢iomis aplinkybémis. Kiekvienu atveju reikia atlikti
iSsamius tyrimus ir nustatyti anoikis molekulinj reguliavima.

Gilindamiesi ] MAPK bei AKT aktyvumo reikSme¢ plaudiy vézio
lasteléms, jy fenotipui ir atsparumui jvairiems prieSvéziniams vaistams, taip
pat planuodami susieti nustatytus désningumus su lasteliy pavirSiaus ar kitais
kamieniSkumo zymenimis, nusprendéme atlikti didelés apimties tyrimus,
panaudodami vaistus — ERK ir AKT kelio kinaziy slopiklius.
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Remiamés nuomone, kad j Igsteliy biiseng (fenotipg) nukreiptas gydymas
yra vienas esminiy $iuolaikinio vézio gydymo metody (Hahn, Bader, Braun,
Califano, Clemons, Weissman, et al. 2021). Daznai lasteliy likimg lemia
MEK/ERK ir PI3K/AKT signaliniy keliy aktyvumas, kuris nuolat veikiamas
specifiniy lastelés vidiniy ir iSoriniy Saltiniy. Dabartiniai duomenys aiskiai
rodo, kad MAPK ir AKT signaliniai keliai yra pagrindiniai klinikoje
naudojami taikiniai, gydant vézinius susirgimus (S. Lee, Rauch, and Kolch
2020)(Najafi, Ahmadi, and Mortezaee 2019).

Nors vyrauja nuomoné, kad griztamasis rySys tarp AKT ir ERK keliy
priklauso nuo Igsteliy linijos ir nuo konkre¢iy onkogeniniy mutacijy vézinése
lastelése, musy darbe, prieSingai, buvo jrodyta, kad abiejy signaliniy keliy
kryzminis rySys buidingas visiems Iasteliy tipams (bent jau musy tirtiems) —
PI3K/AKT kelio slopinimas lémé MAP kinazés ERK aktyvacijg ir,
atvirksc¢iai, MEK/ERK kelio slopinimas didino fosforilintos AKT kiekj tiek
kontrolinése lastelése, tiek lagstelése, veiktose chemoterapiniu vaistu
cisplatina.

Atsizvelgdami j tai, kad negenetiné lgstelés biuiklés moduliacija gali
stipriai paveikti Igstelés signalo perdavima, jskaitant sgveika tarp signaliniy
keliy, ir kad lastelés busena lemia jautruma/atsparuma vaistams, tyréme AKT
ir ERK signaliniy molekuliy sgveikg lastelése, kurios neteko kontakty su
substratu. Gali biti, kad cirkuliuojanc¢ios naviko Igstelés, pagrindinés
metastaziy plitimo kaltininkeés, gali kitaip reaguoti j prie§vézinius vaistus nei
lastelés, natiiraliai apsuptos uzlastelinio substrato. Yra zinoma, kad MAP ir
AKT kinaziy kaskady aktyvinimas apima reguliacinius signalus, kuriuos
inicijuoja uzlasteliniai kontaktai, pradedant nuo integriny ir prilipimo kinazés
FAK. Integrinai ir nuo jy priklausomi signaliniai keliai reguliuoja jvairias
lasteliy funkcijas, todél nenuostabu, kad yra susije ir su jvairiais Zmogaus
véziniais susirgimais. Zemiau integriny ir augimo veiksniy receptoriy, FAK
aktyvina daugybe taikiniy, iskaitant AKT. Ta parodéme ir Siame darbe,
raumens kilmés kamieninése ir plauciy vézio kilmés Iastelése (R4 pav.).

IS tiesy tyrimai, kuriuose naudotas FAK inhibitorius, taip pat lyginant
prie substrato prilipusias lasteles su lgstelémis suspensijoje, rodo, kad
uzlasteliniy kontakty praradimas gali panaikinti kompensacing ERK ir AKT
signaliniy keliy saveika. Tai svarbu. Cirkuliuojancios Igstelés gali skirtingai
reaguoti j prie§vézinius vaistus nei prilipusios, stacionarios lgstelés. Vadinasi,
supratus signalinius jvykius, kuriais grindziamas cirkuliuojan¢iy navikiniy
lasteliy atsakas ] prieSvézinius vaistus, galima rasti naujy metody, kaip jveikti
metastazuojanciy Igsteliy atsparumg gydymui, kuris, tikétina, yra pagrindé
vézio gydymo nesékme.
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Misy darbas parodé, kad signaliniy keliy sgveika priklauso nuo
santykinio  induktoriaus  stiprumo: esant dideléms  cisplatinos
koncentracijoms, tirtose skirtingose lgstelése nenustatyta kryzminio
alternatyvios kinazés slopinimo. Sia kryptimi literatiiroje beveik nieko
panasaus neradome, kad galétume palyginti ir aptarti. Yra tik nuodugniai
iStyrinéta AKT signalo integracija su ERK signalo perdavimu Iasteliy
proliferacijos metu, keiciantis augimo veiksniy koncentracijai (Madsen and
Vanhaesebroeck 2020), taciau ar tai gali baiti vienas ir tas pat mechanizmas —
sunku pasakyti. Yra atlikta 59 klinikiniy tyrimy meta analizé, lyginant
cisplatinos mazos ir didelés dozés efektyvuma (Szturz et al. 2019). Nustatyta,
kad maza dozé (kas savaite; iki 50 mg/m?) sukélé daugiau Salutiniy poveikiy,
o efektyvumas nebuvo didesnis nei didelés dozés (kas 3 savaites; >100
mg/m?). Ilgalaikéje perspektyvoje, nors ¢ia buvo analizuoti galvos ir kaklo
augliy tyrimai, gydant spinduline terapija+cisplatina, padaryta iSvada, kad
didelé koncentracija veiké geriau.

2023 mety vasario 21 dieng buvo publikuotas straipsnis apie cisplatinos
mazos (30 uM) ir didelés (300 uM) koncenctracijos sukelty transkripcijos
pokyCiy tyrimus storzarnés veézio lastelése. Autoriai nustaté, kad maza
cisplatinos dozé aktyvuoja autofagija, kuri apsaugo nuo lasteliy Ziities, tuo
tarpu didelé¢ cisplatinos koncentracija stipriai sumazino transkripcija apskritai,
galimai dél daugybiniy DNR grandinés sary$y (H. Saini et al. 2023). Siuos
pastebéjimus patvirtina ankstesni tyrimai, kai autofagija buvo parodyta kaip
apsauginis plauciy véziniy lagsteliy mechanizmas, gydant cisplatinos ir
gemcitabino (H.-M. Wu et al. 2016). Minétuose straipsniuose mokslininkai
pabrézia, kad néra patikimy ir kontroliuoty klinikiniy tyrimy nei publikacijy
apie skirtingy cisplatinos doziy skirtingo veikimo mechanizmus, todél tebéra
didelis poreikis i$spresti §j klausima, nes cisplatina yra placiai naudojamas
vaistas.

Slopinantis griztamasis rySys tarp signaliniy molekuliy gali bati viena i§
daugelio véZio nesékmingo taikininio gydymo priezaséiy. Siuo poZifiriu
naujy, kliniskai tinkamy vaisty deriniy paieska jvairioms/skirtingoms ligos
formoms ir busenoms yra pagrindinis i$Stkis. Dvipusis kryZminis
RAS/MAPK ir PI3K/mTORCI keliy slopinimas (kai vieno kelio slopinimas
iSlaisvina signalus per kita kelig) buvo tirtas, aptariamas ir apZvelgiamas
jvairiy autoriy, atskleidziant jvairius mechanizmus skirtingose vézio
modelinése sistemose. Tokio griztamojo rySio mechanizmo egzistavimas
pripazjstamas kaip nattiralus budas Igstelei apsisaugoti nuo toksisky cheminiy
junginiy (Mendoza, Er, and Blenis 2011)(Aksamitiene, Kiyatkin, and
Kholodenko 2012)(Britten 2013). Galima apibendrinti, kad teigiamo ir
neigiamo grjztamojo rySio kilpos yra dinamiSka ir sudétinga sistema, o
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santykiné kiekvienos sgveikos svarba skirtinguose audiniuose ar naviky
tipuose gali skirtis ir net priklausyti nuo santykinio signaly stiprumo.

MAPK  slopikliai  rekomenduojami  pacientams, sergantiems
nesmulkialgsteliniu plauciy véziu (Jain et al. 2021), nors tyrimai, kuriuose
selumetinibas naudotas kaip monoterapija, nepatvirtino jo veiksmingumo
gydant NSCLC (Imyanitov et al. 2020)(Z. Sun et al. 2015). Kanadoje atlikti
tyrimai parodé, kad selumetinibas gali biiti saugiai derinamas su paklitakseliu
ir karboplatina arba pemetreksedu ir cisplatina pacientams, sergantiems
pazengusiu ar metastazavusiu NSCLC (Goffin et al. 2019). Taciau kai kuriais
atvejais, pvz. pacientams, sergantiems iSplitusiu plauciy véziu su KRAS
mutacija, selumetinibas + docetakselis nepagerino bendro iSgyvenamumo
(Casaluce et al. 2017). Panasiai, selumetinibo + gemcitabino rezimas nebuvo
toleruojamas SELECT-3 klinikinio tyrimo metu (Greystoke et al. 2017).

PI3K/AKT/mTOR kelias taip pat yra perspektyvus taikinys gydant vézj.
AKT signalas yra stebimas ir nesmulkialgstelinio plauc¢iy vézio lastelése (Tan
2020)(M. W. Lee et al. 2011). Siuo metu kuriama daugiau kaip 50 junginiy,
nukreipty j pagrindinius PI3K/AKT/mTOR signaly tinklo komponentus.
Daugelis jy buvo iSbandyti klinikiniuose tyrimuose, kuriuose dalyvavo
pacientai, sergantys jvairiais véziniais susirgimais, nes §is kelias yra sutrikes
beveik visuose Zmogaus véziniuose susirgimuose, jskaitant kriities, storosios
zarnos, plauciy, hematologinius piktybinius susirgimus ir kt. Nors mTOR
inhibitoriai temsirolimas ir everolimas bei PI3K inhibitoriai idelalisibas ir
kopanlisibas buvo patvirtinti FDA klinikiniam naudojimui gydant kai kuriuos
kelio slopiklj buvo pasiektas tik santiirus atsakas ir negaléty biiti vadinama
gydymu (Alzahrani 2019)(Yang et al. 2019)(Janku, Yap, and Meric-Bernstam
2018)(Pons-Tostivint, Thibault, and Guillermet-Guibert 2017).

Manoma, kad kryzminiy rysiy tarp PI3K signaly ir kity signaliniy keliy
tyrimai padés ateityje derinti kliniSkai svarbiy inhibitoriy naudojimo
strategijas jvairiems naviky tipams (Vasan and Cantley 2022)(L. Zhang et al.
2020). Apskritai turimi duomenys rodo, kad atsparumas vaistams (pirminis ar
igytas) tokiai taikininei terapijai bent i§ dalies atsiranda ir yra susij¢s su naviko
heterogeniskumu, lgsteliy biisena, mutaciniu fonu ir kt. Todél gydant vézj
pirmenybé teikiama slopikliy deriniams (o ne monoterapijai), kurie veikia
skirtingas kinazes, atskirai arba kartu su chemoterapija ir (arba) imunoterapija
(Meng et al. 2010)(Aksamitiene, Kiyatkin, and Kholodenko 2012)(Sato et al.
2018).
iki 2018 m.(Tolcher, Peng, and Calvo 2018)), kuriuose vertinamas PI3K ir
MEK inhibitoriy derinys sergant jvairiomis vézio rii§imis, turin¢iomis
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specifiniy molekuliniy pakitimy (pvz., RAS/RAF/MEK/ERK kelio
aktyvacija), pvz. piktybine melanoma su BRAF arba NRAS mutacijomis,
storosios zarnos, kiauSidziy, kasos ir bazinio tipo krities véziu ir kt, su
jvairiais atsako rezultatais (Atefi et al. 2011)(Martinelli et al. 2013)(Renshaw
et al. 2013)(Sheppard et al. 2013)(Temraz, Mukherji, and Shamseddine 2015).

Remiantis miisy tyrimais sitilome, kad kinaziy slopikliy derinimo
naudingumas galéty biti vertinamas kiekvienam vézio tipui ir potipiui pagal
MEK/ERK ir PI3K/AKT signaly pobiidj. Duomenys rodo, kad i kraujg ar
limfing sistemg patekusios vézio lgstelés, palyginti su lastelémis kietojo
naviko viduje, dél skirtingo reguliavimo turéty skirtingai reaguoti j taikininius
vaistus. Reikia atlikti daugiau tyrimy, kurie biity nukreipti j iSsamesnj baltymy
kinaziy ERK ir AKT griztamojo rySio reguliavimg lemianciy molekuliniy
mechanizmy supratima, esant neprisitvirtinimo biisenai ir skirtingoms vaisty
koncentracijoms.
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ISVADOS

Nepriklausomai nuo lastelés kilmés ar lasteliy tipo, tirty
proteinkinaziy bazinis fosforilinimo lygis priklauso, nors ir
skirtingai tarp atskiry kinaziy, nuo uzlgsteliniy kontakty. ERK,
JNK ir AKT kinazés lgstelése yra antiapoptozinés, t. y. apsaugo
lasteles nuo anoikis, kai lgstelés praranda kontakta su pavirSiumi.

To paties signalinio kelio molekuliy — JNK ir transkripcijos
veiksnio cJun — fosforilinimas ir raiska skirtingai priklauso nuo
tarplasteliniy kontakty. cJun raiska ir fosforilinimas mazéja, tuo
metu kai fosforilinty JNK molekuliy daugéja, didéjant lasteliy
kulttros tankiui.

Taikininiy vaisty, nukreipty i MAPK ERK ir AKT signaliniuy
keliy molekules, ir ju deriniy su jprastiniu vaistu cisplatina
poveikis gyvybingumui skiriasi tarp plauciy vézio kilmés Igsteliy
linijy vertinant tiek lasteliu proliferacija, tiek Ziitj. Plauciy vézio
kilmés lastelés turi aktyvias ERK1/2 ir AKT kinazes. Taikininiai
vaistai nukreipti ] MAPK ERK ir AKT signaliniy keliy molekules
efektyviai inhibuoja savo taikiniy fosforilinimg visose tirtose lasteliy
linijose.

Plaudiy vézio kilmés lastelése egzistuoja kompensacinés
griZtamojo rysio Kilpos tarp dvieju signaliniy keliy: PI3K/AKT
kelio slopinimas skatina MAP kinazés ERK aktyvavimg ir,
atvirkséiai, MEK/ERK kelio slopinimas didina fosfo-AKT lyg;.
Reiskinys yra biidingas visoms tirtoms lgsteliy linijjoms, nepaisant
genotipo/fenotipo skirtumy, tiek kontroléje, tiek cisplatina paveiktose
lastelése, taip pat naudojant skirtingus §iy kinaziy slopiklius.
Saveika tarp ERK ir AKT signaliniy keliy priklauso nuo
uzlasteliniy kontakty — griztamas rySys prarandamas Iasteléms
netekus sgveikos su uzlgsteliniu substratu, taip pat inhibuojant FAK
(fokaling adhezijos kinaze) slopikliu PF573228. Kinaziy sgveika gali
priklausyti nuo chemoterapinio stimulo stiprumo.
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A549 LCL.2 LCLS

l‘ i A " s -— - .'- L .l“.‘v"\‘
T1 pav. Zmogaus plauciy NSCLC navikinés kilmeés lgsteliy linijy
apibidinimas. (A) A549 lgsteliy ir pirminiy lgsteliy linijy, auginty in vitro
daugiau kaip 10 perséjimy, morfologija. Mastelio juosta — 400 um. Lgstelés
nudazytos kristalinio violeto dazais.
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transkripcijos veiksniy raiska, nustatyta RT-QPCR metodu (lyginant su
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136



‘(WM [) 86CLLHDS 41 Dqiuiaun.i

snidysst ‘NN QT — Aintogiquyur o ‘Wil 06 oang vliov.gguaouoy souyvydsi)) “suyreaod NISIDA SQuLYNLY “|pa

9 spjopnvN ‘101123 huid3pq nAzvpnu njauw 21SsPUI00)) 11Y1230d 2]0.4JU0Y O1Y21Y dIDY "SOYND.JONU JO]q UID]ISD Y
soinAyejuazeadal sopjisled ‘seqiunswel) — vy 1 ‘v86¢.LHOS ShHoNqIyul Y3 — HOS ‘seqiunawniss — 73S
"as2]215b] asopy1oand puyp]dsio 41 asaurjo.uoy buuijiiofsof 7/ Y vuidoys wrionqiyur ippudis YT/ TW
(Q) ‘nwnundoys ownruiyriofsof muiyivy il syuviwa. ‘SouIsnu OWNIurusy12a nswa uruyv ] ‘Ned 91

S+ ‘VdL WA s+ 'wyl WG

. i

Zl101
S0+ 138 WA

Ydl Wa

Ydl Wa SI0+'HOS WA S+ 'HOS WA HOS Wa

. o . - . N I B I

._ 11107 c-.._o._ m_, 101

SJo._
S+ 138 WA s+ 13S WA
Hy3d

HOS Wa

01101 1101

s+ "13s WA

sio+ 138 WA

sio+ 138 WA

6’ ._o._ 2701
13S WA 13S Wa 73S WA 138 Wa

o R I

2701 6vSv

11107

€L7107 4ol

(0)

137



snloprad bl vg.v sounvydsio viou 1wy ‘asoliul) hijaishy
250341181 250814 buituijriof5of [y vuipipod 967/ /HOS Styido]s Yy ivd divy ‘svqiunjaw.ay ‘SvqIuounias
wronqryul YTW/NYA (v) asoliuy hyjaisby 1zoa hnvjd vy1aabs pupuzdry ippusis 1Yy 41 Yy ‘Ned /1

SR+ 'HOS WA HOS Wa

Vil Wa

s+ VYL WG

€17107 €17107
SI0+ 138 WA SP+'13S NG S0+ 138 WA S+ 138 WA s19+ 138 WA S+ 13S WA
e N

S+ "13S NG S0+ '13S WA SP+ “13S WA SP+ 138 N

My3d
: €17101 ZL101 11101 01101 2707 §101
73S WA 138 Wa .dwm Wa

73S Wa 73S WA 73S WA

39 m$< A<v
73S Wa 73S Wa 73S Wa 73S WA
T s s v | o R 2 [

o v S v s 1515

s e
o R 1
U0 Wy EE Em BN

01101 6101

21101 101

27107 S§101 2101

138



seqistrelspl
—3al ‘1A SNHONGIYUL 1MV — 1LYV ‘seqiuaseldey — dvD ‘786¢..HOS SnioNgIYul Yy3 — HOS ‘seqiunaes)
— VL ‘euneidsio — sio+ ‘sequunawnias — 73S (OSWQ) ojouuoy oipyrdir — NG (AT T) ¥862LLHOS
Al bquuyawm.ay snadysst ‘wWn (] oanq vliovguaouoy hypydors hizoury w6 vliov.guadouoy souneldsi)
‘Sty1oa0d MSIA SyULYUNA] SPpUDIPA 9 SPwplopnvu oang -ajo.4juoy onyary divy nuvyiaivd wija3 g Azop
215spui00,) ‘]sy1aavd 10]q 1235241 wiuidly yy12Iv g "3sa]a1sh] asopyreand puyv]ds1d QD aSIUI04JU0Y ‘DSOlu1]
hijasby asopayst asosia bunuiofsof z/[ Yy vuridysns spqisyvjapr syyidops YEId TIIA Snouquyul [y
‘snquaspardvy wipy1do]s [Ny (g) “asoliul] hijaisby 1zaa hpnopd vy1oabs ounuzd.ey iypusis [y 41 3y ‘Ned /1

s©+'301 WA 3a1 Wa
% -
g — g -

YyTd T o -

SO+ LMY WA S0+ "ILMY WA

o R e =

30 M 5130 ——
EE BHR e BE
€L1101 ¢l 101 911101 6YSY

SIo+ 'd¥D WA SO+ 'dvD WA SO+ 'dvD WA SI9+ ‘dvD WA S+ 'dvd WA

-

011071

€101 ¢L101 L1071

I dv0 WA n_<ol_2n_ dvO Wa

Lyivd .c.<nl Livd .c.ﬁ" b_«n

oo R > B >0 SO = s 0
NE EE FE mm

€L7101 L1101 11107

n.<o Wa

I
L

911101

SI9+ 'dv0 WA

o %I o o B v

67101

dvO Wa

610

UMV Wa 1Y WG 1Y NG MY Wa

o o I - R
o e e

91101 27101 G101 6vSY
S0+ 'dvO WA SO+ 'dvO NG S+ 'd¥O WA S0+ 'dvD WA

2701

dvO WA

(9)

139



DISERTANTO GYVENIMO, MOKSLINES IR KURYBINES

VEIKLOS APRASYMAS
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Telefonas: +370 5 2234407
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ISsilavinimas
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Vilniaus Universitetas, Lietuva bakalauro 2001  biochemija
Vilniaus Universitetas, Lietuva magistro 2003  biochemija

Gimé 1979 liepos 12 d., Vilniuje. 1997 metais baigé Vilniaus tiksliyjy,
gamtos ir technikos moksly licéjy. 1997 metais tarptautingje moksleiviy
chemijos olimpiadoje Montrealyje (Kanada) Lietuvai iSkovojo bronzos
medalj. 2007 metais susituoké, turi SeSis vaikus (Bazilé ir Dorotéja gimé
doktorantiiros studijy laikotarpiu).

Moksling ir/arba profesiné patirtis

Profesiné patirtis:
2016 — iki Siol Vilniaus universitetas jaunesnysis mokslo
Gyvybés moksly centras darbuotojas
2010 —2016 Vilniaus universitetas jaunesnysis mokslo
Biochemijos institutas darbuotojas
2004 — 2010 Biochemijos institutas jaunesnysis mokslo
darbuotojas
2004 VU Onkologijos institutas | laborantas
1999 — 2004 Biochemijos institutas laborantas
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Moksliniy interesy sritis:

Apoptozes reguliacija, signalo perdavimo keliai, véZiniy ir kamieniniy lgsteliy
kultiiros ir linijos, taikiniy terapija, toksiSkumo molekuliniai mechanizmai,
regeneraciné medicina.

Kvalifikaciniai pafyméjimai, narysté:

Lietuvos Biochemiky draugijos narys

Lietuvos kamieniniy lasteliy tyréjy asociacijos narys

Asociacijos ,,Société de Chimie Thérapeutique — SCT* narys
»Mokslininky kvalifikacijos gerinimas medziagotyros, biotechnologijos ir
aplinkotyros srityse* projekty dalyvis (2006-2007 m.)

Dalyvavimas Mokslo programose ir projektuose

LVMSF inicijuota programa ,Kamieniniy lasteliy integracija, jy
iSgyvenimas ir funkcinis pajégumas patologiniame zidinyje. Ikiklinikiniai
tyrimai®, Biochemijos instituto temos (Kamieniniy (miogeniniy) lasteliy
iSgyvenimo ir ziities patologiniame zidinyje signaliniy keliy nustatymas ir
stresui atspariy genetiSkai modifikuoty lasteliy kiirimas), vykdytojas.
Reg. Nr. U-04001. Projekto trukmé: 2004 -2006 m.

LVMSF Aukstyjy technologijy plétros projektas ,,Sirdies struktiiry
regeneracijos modeliy kiirimas, naudojant kamienines ir specializuotas
lasteles bei biologinius audinius®, vykdytojas. Nr. B-07041. Projekto
trukmé: 2007-2009 m.

LVMSF Prioritetiniy Lietuvos moksliniy tyrimy ir eksperimentinés
plétros kryp¢iy (Genomika ir biotechnologijos sveikatai ir zemés tikiui)
mokslo programos projektas ,,Fundamentiniai kamieniniy lgsteliy
funkcionavimo mechanizmy tyrimai. Citoterapija 2.“ Biochemijos
instituto projekto dalies (Suaugusio organizmo skirtingos diferenciacijos
kamieniy lgsteliy Zzaties ir iSgyvenimo reguliavimo signaliniy
mechanizmy tyrimas), vykdytojas. Nr. C-07023. Projekto trukmeé: 2007-
2009 m.

LMT Nacionalinés mokslo programos projekto ,,Streso kinazés JNK,
molekulinio taikinio terapijoje, veikimo prognostiniai Zymenys®,
vykdytojas. Nr. LIG-10034 (LIG-10/2010). Projekto trukmé: 2010 —
201 1m.

ES struktiirinés paramos priemoné ,,Parama mokslininky ir kity tyréjy
mokslinei veiklai (visuotiné dotacija)*: ,Molekuliniai chinony ir
polifenoliy toksiSkumo ir prieSnavikinio aktyvumo mechanizmai:
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fermentinés redokso reakcijos, citotoksiSkumas, signalo perdavimas ir
proteomika®, vadovas N. Cénas — vykdytojas. Nr. VP1-3.1-SMM-07-K-01-
103. Projekto verté 1586661 Lt (1,6 mln). Projekto trukmé: 2011-2015 m.
Nacionalinis projektas: ES struktirinés paramos priemoné ,,Moksliniy
tyrimy ir eksperimentinés plétros veikly vykdymas pagal nacionaliniy
kompleksiniy programy tematikas: ,,Biotechnologija ir biofarmacija:
fundamentiniai ir taikomieji tyrimai®, vadovas K. Sasnauskas. 2012-2015
m. Projekto verté 4926352 Lt (4,9 min.). Veikla/poveiklé: ,,Eukariotiniy
vykdytojas. Projekto trukmé: 2012-2015 m.

2014-2020 mety Europos Sajungos fondy investicijy veiksmy programos
1 prioriteto ,,Moksliniy tyrimy, eksperimentinés plétros ir inovacijy
skatinimas* 01.2.2-LMT-K-718 priemonés ,,Tiksliniai moksliniai tyrimai
sumanios specializacijos srityje” veiklos ,,Auksto lygio tyréjy grupiy
vykdomi moksliniai tyrimai“ finansuojamas Vilniaus universiteto
igyvendinamas projektas Nr. 01.2.2-LMT-K-718-01-0072 ,,Pacientui
savitos plauciy vézio heterogeniniy lasteliy ex vivo modelinés sistemos
sukiirimas prieSvéziniy vaisty parinkimui personalizuotam gydymui®,
vykdytojas ir administratorius. Projekto trukmé: 2017-2023 m.,
biudzetas 477.000 Eur.

Vadovavimas studenty baigiamiesiems darbams:

Mariaus LukoSevi¢iaus bakalauro baigiamasis darbas ,, JNK signalinio
kelio vaidmens tyrimas plauciy vézio A549 linijos lastelése dauginimosi
ir apoptozés metu”, Vilniaus universiteto Gamtos moksly fakulteto
Biochemijos ir biofizikos katedra, Biofizikos studijy programa, darbo
vadovai: j.m.d. Aurimas Stulpinas ir dr. Audroné Valerija Kalvelyté,
darbas apgintas 2009 metais.

Andriaus Savicko bakalauro baigiamasis darbas ,,Streso aktyvinamos
baltymy kinazés JNK vaidmuo véziniy Iasteliy apoptozéje VGTU
Fundamentiniy moksly fakulteto Chemijos ir bioinZinerijos katedros
bioinzinerijos studijy programa, vadovas Aurimas Stulpinas, darbas
apgintas 2012 m.

Mato Sereikos magistro baigiamasis darbas ,,.Baltymy kinaziy ERK ir
AKT vaidmuo reguliuojant plauciy vézio lasteliy ziit] po chemoterapiniy
medziagy poveikio®, VU GMC Molekulinés biologijos studijy programa,
vadovai Audroné V. Kalvelyté ir Aurimas Stulpinas, darbas apgintas
2020 m.
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Gabijos Anikevicilités bakalauro baigiamasis darbas ,,Baltymy tirozino
kinazé Syk — taikinys véZio terapijoje?*, VU GMC Biomoksly instituto
Genetikos specialybé, vadovas Aurimas Stulpinas, darbas apgintas 2021
m.

Monikos Tenkutytés bakalauro baigiamasis darbas ,,JNK kaip galimas
molekulinis taikinys plauciy vézio gydyme®, VU GMC molekulinés
biologijos specialybé (2022-2023 m.)

Kita:

Biochemijos instituto darbuotojai 2017-2020 m. A. Stulpinas,
V.Borutinskaité, G. Valiuliené, R. Meskys, M. Valius, L gakinyté, M.
Jankunec, V. Bukelskiené, V. Gurevicien¢ skaité paskaitas ir pravedé
ekskursijas institute jvairiy Lietuvos mokykly (Vilniaus V. Sirokomlés,
Nidos vidurinés mokyklos, Visagino Verdenés gimnazija, Klaipédos
Socialiniy moksly kolegija, Vilniaus Sv. Kristoforo gimnazijos)
moksleiviams.

A. Stulpinas vedé praktinius uzsiémimus bei skaité paskaitas VGTU
studenty mokslinés-gamybinés vasaros praktikos metu 2012-2016 m.

Tarptautinés konferencijos (2002 — 2022):

1.

V. Bukelskiené, A. Stulpinas, A. Imbrasaité, A. Jackeviius, A.
Kalvelyté. “Primary cell lines from lung cancer in a study of apoptosis
after chemotherapeutic treatments”. Third Baltic Congress of Oncology,
2-4 of May, 2002, Vilnius, Lithuania, Abstracts, p. 209

Bironaité D. (praneséja), V.Bukelskiené, D. Baltriukiené, J. Smigelskaité,
A. Imbrasaité, A. Stulpinas, A. Kalvelyté. ,,Search of possible targets of
PI3K/Akt pro-apoptotic signaling in muscle-derived primary cell lines
after cisplatin treatment®, PO14. Biochemical Society 3rd focused meeting
on PI3K signalling and disease, 6-8 of November, 2006, Bath Assembly
Rooms, UK.

Kalvelyté A. (pranes¢ja), D. Bironaité, D. Baltriukien¢, A. Stulpinas, A.
Imbrasaité, V.Bukelskiené, N. Uralova, J. Smigelskaité. ,,Pro-apoptotic
role of survival PI3K/AKT signaling pathway in muscle-derived stem cell
lines“. Tarptautiné moksliné konferencija “Siuolaikinés Biochemijos
i§stkiai ir galimybés”, 2007 m. lapkri¢io 15 d., Vilnius.

D. Baltriukiené, A.V. Kalvelyté, A. PackeviCiené, R. JaraSiené, D.
Bironaité, A. Stulpinas, A. Imbrasaité, N. Uralova, V. Bukelskiené.
»-Myogenic Stem Cell Therapeutic Potential for Myocardium Repair®.
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10.

11.

12.

Tarptautiné moksliné konferencija “Siuolaikinés Biochemijos issikiai ir
galimybés”, 2007 m. lapkr. 15 d., Vilnius

D. Baltriukiené, V. Bukelskiené, A. Stulpinas, N. Uralova, D. Bironaité,
A. Imbrasaité, A. Kalvelyté. ,,Role of JNK in muscle-derived stem cell
proliferation and apoptosis”. International conference “Stem cells and cell
therapy”, 2nd of November, 2007, Ryga (Latvia).

Bironaité D., D. Baltriukiené, N. Uralova, V. Bukelskiené, A. Stulpinas,
A. Imbrasaité, A. Kalvelyté. ,,Role of MAP Kinases in Nitric Oxide
Induced Muscle-Derived Adult Stem Cell Apoptosis”. MOLEDA
Summer School “Non-viral gene transfer into muscle and
skin®. September 16-22, 2007 — Evry — Maison Alfort — Paris (France).
Daiva Baltriukiené, Virginija Bukelskiené, Aurimas Stulpinas, Natalija
Uralova, Daiva Bironaité, Ausra Imbrasaité, Audroné Kalvelyté. ,,JNK
signaling pathway in cisplatin and doxorubicin induced myogenic cell
apoptosis“. MOLEDA Summer School “Non-viral gene transfer into
muscle and skin“. September, 16-22, 2007 — Evry — Maison Alfort — Paris
(FRANCE).

D. Baltriukiene, D. Bironaité, A. Stulpinas, A. Imbrasaité, V.
Bukelskiené, A. Kalvelyté. ,,Mitogeny aktyvinamy kinaziy vaidmuo
miogeniniy  lgsteliy  iSgyvenimo/ziities reguliacijoje”.  Lietuvos
Biochemiky Draugijos X suvaziavimas-konferencija, birzelis, 2008,
Tolieja.

V. Bukelskiené (praneséja), A. Kalvelyté, D. Bironaité, D. Baltriukiené,
A. Imbrasaité, A. Stulpinas, dokt. N. Krestnikova, R. JaraSiené, A.
Packeviiené, J. Bukauskaité. R. Sirmenis, A. Kraniauskas. , Miogeniniy
kamieniniy Igsteliy iSgyvenimo tyrimai modelinése sistemose in vitro ir
in vivo“. Konferencija ,,Lasteliné terapija ir farmakologija: I§ mokslinés
laboratorijos j klinikg*, 2010, Kaunas.

Krestnikova, Natalija, Imbrasaité, Ausra, Stulpinas, Aurimas,
Bukelskiené, Virginija, Baltriukiené, Daiva, Kalvelyté, Audroné Valerija.
»Muscle-derived cell lines multipotency and sensitivity to apoptotic
stimuli®“. Biochemijos studijoms Lietuvoje — 50 mety: Lietuvos biochemiky
draugijos XII konferencija. 2012 birzelio 28-30, Tolieja. p. 37.

Uzusienis, Tomas, Stulpinas, Aurimas, Kalvelyté, Audroné.
»~Kamieniniy bei véziniy lasteliy funkcionavimo, netekus uzlasteliniy
kontakty, tyrimai“. Studenty moksliniy tyrimy praktikos 2012/2013
konferencijoje Vilnius, 2013 m. birzelio 27- 28.

Baltriinaité, Kristina, Kalvelyté, Audroné Valerija, Stulpinas, Aurimas,
Imbrasaité, Ausra, Krestnikova, Natalija. ,,Study of JNK signaling
pathway in apoptosis regulation of neuro-differentiated cells“. Abstracts

144



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

book of the XIIIth international conference of Lithuanian biochemical
society, p. 60. 2014 BirStonas, June 18-20.

Kalvelyté, Audroné Valerija, Stulpinas, Aurimas, Krestnikova, Natalija,
Imbrasaité, Ausra, Baltriukiené, Daiva, Baltrinaité, Kristina.
,Differential outcome of JNK inhibition in proliferating and differentiated
adult muscle-derived stem cells after chemotherapeutic treatment*. MAP
Kinase ISSN 2235-4956 2014, vol. 3, suppl. 1: Life sciences Baltics 2014
Forum: the biochemistry, biology and pathology of MAP kinases II, 10-
11 September 2014, Vilnius. p. 10-11.

Krestnikova, Natalija, Imbrasaité, Ausra, Stulpinas, Aurimas,
Baltriinaite, Kristina, Kalvelyté, Audroné Valerija. ,,The role of JNK in
cisplatin induced apoptosis of adult muscle stem cell-derived adipocytes®.
Abstracts book of the XIlIIth international conference of Lithuanian
biochemical society, p. 36. 2014 BirStonas, June 18-20.

Stulpinas, Aurimas, Imbrasaité, Ausra, Krestnikova, Natalija, UZusienis,
Tomas, Sarlauskas, Jonas, Cénas, Narimantas, Miliukiene, Vale,
Kalvelyté, Audroné Valerija. ,,A comparative study of bioreductive agent
RH-1-induced signalling pathways in human lung cancer cell line A549.
50th anniversary of FEBS : Abstracts book of The XIIIth International
Conference of Lithuanian Biochemical Society, June 18-20, 2014 p. 43.
Stulpinas, Aurimas, Imbrasaité, Ausra, Krestnikova, Natalija,
Sarlauskas, Jonas, Cénas, Narimantas, Kalvelyté, Audron¢ Valerija.
»Study of bioreductive agent RH1-induced signals leading the wild-type
p53-bearing lung cancer A549 cells to apoptosis“. EMBO conference :
Cellular signalling and cancer therapy : abstracts / editors D. Hoéller, K.
Koch, 23rd-27th May, 2014 Croatia. ISBN 9783000454295 p. 207.
Uzusienis, Tomas, Stulpinas, Aurimas, Krestnikova, Natalija, Imbrasaité,
Ausra, Kalvelyté, Audroné Valerija. ,,Different involvement of survival
kinases in anoikis regulation of cancer and stem cells*. 50th anniversary of
FEBS : Abstracts book of The XIIIth International Conference of
Lithuanian Biochemical Society, June 18-20, 2014, p. 41-42.

Stulpinas Aurimas, Imbrasait¢ Ausra, Cénas Narimantas, Kalvelyté
Audroné Valerija. ,,Different involvement of MAPKs in apoptosis
triggered by different oxidative stress-inducing agents”. 22nd Young
Research Fellow Meeting. Biology and Chemistry: a permanent dialogue.
February 4-6, 2015, Paris (France).

Audroné Kalvelyté, Natalija Krestnikova, Aurimas Stulpinas, Ausra
“Stem cells in toxicology: opposite role of stress kinase JNK in regulation
of apoptosis in proliferating and differentiated stem cells after

145



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

chemotherapeutic treatment”. LKLTA conference ,,Stem cell research in
Lithuania: past, present and future® August 27, 2015, Vilnius.

Aurimas Stulpinas, Tomas UzZusienis, Natalija Krestnikova, Ausra
Imbrasaité, Audroné Kalvelyté. “Differences and similarities in anoikis
regulation between cancer and stem cells”. LKLTA conference ,,Stem cell
research in Lithuania: past, present and future® August 27, 2015, Vilnius.
Aurimas Stulpinas, Tomas UzZzusienis, Natalija Krestnikova, Ausra
Imbrasaité, Audrone V. Kalvelyté. ,,Cell-cell and cell-substratum contacts
in the regulation of the signaling molecules controlling eukaryotic cell
functioning: importance in cell therapy, biopharmacy and bioproduction®.
Life Sciences Baltics, September 14-15, 2016, Vilnius.

Aurimas Stulpinas, Ausra Imbrasaité, Natalija Krestnikova, Audroné V.
Kalvelyté. MAPK activation in response to chemotherapeutic drug
cisplatin treatment in lung cancer cell lines. XVth international conference
of the Lithuanian biochemical society. 2018 June 26-29, Dubingiai.
Lithuania

Aurimas Stulpinas. Different cell death modalities in normal and cancer
cells. XVth international conference of the Lithuanian biochemical
society. 2018 June 26-29, Dubingiai. Lithuania

Stulpinas A. (praneséjas), Sereika M., Krestnikova N., Imbrasaité A.,
Kalvelyté A.V. PraneSimas “Assessment of anticancer drug impact on
survival signaling pathways in primary lung cancer cell lines”. 27"
International Conference on Cancer Research and Oncology. 2019
December 9-10, Barcelona, Spain (Ispanijos Karalyst¢). eLABa ID
47274600.

“Cell-cell and cell-substratum contacts: impact on MAPK signaling
molecules in the regulation of cancer and stem cell functioning”. A. V.
Kalvelyté, A. Stulpinas, T. UzZusienis, N. Krestnikova, A. Imbrasaité. 27
International Conference on Cancer Research and Oncology. 2019
December 9-10, Barcelona, Spain.

Aurimas Stulpinas, Natalija Krestnikova, Ausra Imbrasaité, Audroné V.
Kalvelyté. “Dependence of JNK signaling pathway molecules on
intercellular contacts”. The (Extra)ordinary COINS 2021 virtual
conference. 2021-03-30. https://thecoins.eu/wp-
content/uploads/2021/03/The-COINS-2021-Book-of-Abstracts.pdf p.54
Aurimas Stulpinas, Monika Tenkutyté, Ausra Imbrasaité, Audroné V.
Kalvelyté. Investigations of stress kinase JNK as a molecular target in the
treatment of lung cancer cells. International Conference of Life Sciences
The Coins 2022. 2022-03-03, Vilnius (on-line).
https://thecoins.eu/resources/booksofabstracts/ COINS2022.pdf p.118

146



Mokslinés publikacijos:
MONOGRAFIJOS IR KNYGU SKYRIAI

Stulpinas, Aurimas; Imbrasaité, Ausra ; Krestnikova, Natalija ;
Kalvelyté, Audroné Valerija. Chapter 7: Recent approaches
encompassing the phenotypic cell heterogeneity for anticancer drug
efficacy evaluation // Tumor Progression and Metastasis edited by Dr.
Ahmed Lasfar and Karine Cohen-Solal (2020, London, UK): ISBN: 978-
1-78985-350-6; DOL.. 10.5772/intechopen.89395 p.147-194.
https://www.intechopen.com/ chapters/69782

Kalvelyté, A. V.; Imbrasaité, A.; Krestnikova, N.; Stulpinas, A. Chapter
4: Adult Stem Cells and Anticancer Therapy // Advances in molecular
toxicology Volume 11 edited by James C. Fishbein, Jacqueline M.
Heilman (2017, Academic Press): ISBN: 9780128125229. p. 123-202

Mokslo straipsniai Zurnaluose, kurie yra itraukti j Clarivate Analytics
duomeny baze Web of Science (WoS)

Aurimas Stulpinas, Matas Sereika, Aida Vitkeviciene, Ausra Imbrasaite,
Natalija Krestnikova, Audrone V. Kalvelyte. “Crosstalk between protein
kinases AKT and ERK1/2 in human lung tumor-derived cell models”.
Frontiers in Oncology. 2023; 12:1045521. DOI
10.3389/fonc.2022.1045521. IF 5,74.

Stulpinas A, Uzusienis T, Imbrasaite A, Krestnikova N, Unguryte A,
Kalvelyte AV. Cell-cell and cell-substratum contacts in the regulation of
MAPK and Akt signalling: Importance in therapy, biopharmacy and
bioproduction.  Cellular ~ Signaling.  2021;  84:110034.  doi:
10.1016/j.cellsig.2021.110034. IF 4,3.

Abdelwahid E, Stulpinas A, Kalvelyte A. Effective agents targeting the
mitochondria and apoptosis to protect the heart. Current Pharmaceutical
Design. 2017, 23(8): 1153-1166. ISSN 1873-4286, IF 2016 — 3.05.
Abdelwahid E, Kalvelyte A, Stulpinas A, de Carvalho KA, Guarita-
Souza LC, Foldes G. Stem cell death and survival in heart regeneration
and repair. Apoptosis. 2016, 21(3): 252-68. ISSN: 1360-8185, IF 2015 —
3.7.

Stulpinas A, Imbrasaité A, Krestnikova N, Sarlauskas J, Cénas N,
Kalvelyte AV. Study of Bioreductive Anticancer Agent RH-1-Induced
Signals Leading the Wild-Type p53-Bearing Lung Cancer A549 Cells to

147


https://www.intechopen.com/%20chapters/69782
https://www.sciencedirect.com/science/journal/18720854/11/supp/C

10.

11.

Apoptosis. Chemical Research in Toxicology, 2016, 29(1): 26-39. ISSN
0893-228X, IF 2015 — 3.5.

Krestnikova N, Stulpinas A, Imbrasaite A, Sinkeviciute G, Kalvelyte AV.
JNK implication in adipocyte-like cell death induced by chemotherapeutic
drug cisplatin. Journal of Toxicological Sciences, 2015, 40(1):21-32.
ISSN 0388-1350, IF 2013 — 1.38.

Kalvelyté A, Krestnikova N, Stulpinas A, Bukelskiene V, Bironaite D,
Baltriukiene D, Imbrasait¢ A. Long-term muscle-derived cell culture:
multipotency and susceptibility to cell death stimuli. Cell Biology
International, 2013, 37 (4): 292-304. ISSN 1065-6995. IF 2013 — 1.6 (IF
2021 —4.47).

Stulpinas A, Imbrasaité¢ A, Kalvelyt¢é AV. Daunorubicin induces cell
death via activation of apoptotic signaling pathway and inactivation of
survival pathway in muscle-derived stem cells. Cell Biology and
Toxicology, 2012, 28 (2):103-14. ISSN 0742-2091. IF 2012 —2.5 (IF 2021
- 6.8).

Bironaite D, Baltriukiene D, Uralova N, Stulpinas A, Bukelskiene V,
Imbrasaite A, Kalvelyte A. Role of MAP kinases in nitric oxide induced
muscle-derived adult stem cell apoptosis. Cell Biology International,
2009, 33, 711-719. ISSN 1065-6995. TF 2009 — 1.8 (IF 2021 — 4.47).

Mokslo straipsniai kituose recenzuojamuose mokslo leidiniuose

Stulpinas A, Kalvelyté AV. Cell Death and Its Different Modes: History
of Understanding and Current Trends. International Journal of
Biochemistry Research & Review. ISSN: 2231-086X. 2019, 26(1): 1-11.
DOTI: 10.9734/ijberr/2019/v261130089.

Stulpinas A, Bironait¢ D, Kalvelyt¢ A. MAPK signalling in skeletal
muscle-derived stem cells after daunorubicin treatments. Biologija
(Vilnius). ISSN 2029-0578. 2008; 54(3): 221-226.

Stulpinas A, Bukelskiené¢ V, Kalvelyte A. Different involvement of
extracellular signal-regulted kinase ERK in K562 cell apoptosis induced
by camptothecin, cisplatin and taxol. Biologija (Vilnius), 2004, 2 (1
priedas): 142-145.

Bironaité D, Kalvelyté A, Imbrasaité A, Stulpinas A. The intracellular
antioxidant balance of HL60 cells and its implication in apoptosis induced
by quinoidal compounds. Biologija (Vilnius), 2004, 1: 48-51.

Bironaité D, Imbrasaité A, Stulpinas A, Kalvelyté A. Modulation of cJun
expression in leukemic cells undergoing apoptosis after chemotherapeutic
treatment. Biologija (Vilnius), 2003, 4: 47- 50.

148



6. Bukelskiené¢ V, Baltriukiené D, Stulpinas A, Kalvelyté A. Study of
apoptosis and cJun expression in mouse cancer model systems. Biologija
(Vilnius), 2003, 3: 56-59.

7. Bukelskiené V, Stulpinas A, Imbrasaité A, Jackevi¢ius A, Kalvelyté A.
Primary cell lines from lung cancer in a study of apoptosis after
chemotherapeutic treatments. Acta medica Lituanica, 2002, Supplement
9: 28-32.

Praktiniai jgiidZiai

A. Stulpinas turi didele darbo patirtj su eukariotiniy véziniy ir kamieniniy
lasteliy kultiromis, yra jsisavings reikalingus molekulinés biologijos,
biocheminius bei mikroskopijos metodus. Nuo 2007 mety aktyviai prisideda
ruosiant mokslines publikacijas, nuolatos kelia kvalifikacijg moksliniy tyrimy
bei paraisky rengimo/teikimo srityse. Yra jvaldes fotografavimo, filmavimo ir
vaizdo apdorojimo technikas. Nuo 2010 mety raSo bei administruoja
mokslinius projektus, dalyvauja vieSuosiuose pirkimuose, vadovauja studenty
mokslinéms praktikoms ir baigiamiesiems darbams.

149



SANTRAUKA

Abbreviations

AS549 — human lung carcinoma of basal epithelial cells

AKT — cytoplasmic serine/threonine kinase

AKTi — AKT inhibitor VIII

APC —red color fluorescent dye, used in flow cytometry

CAP — capivasertib, AKT inhibitor, targeted drug

CSC — cancer stem cells

CD24, CD44, etc. — cell surface markers for characterization

DM — DMSO - solvent dimethyl sulfoxide

ECM - extracellular matrix

ERK — extracellular signal-regulated kinase

FAK — focal adhesion kinase, signaling from the integrins

FDA — Food and Drug Administration

FITC — green color fluorescent dye, used in flow cytometry

IDE — idelalisib, inhibitor of PI3K, targeted drug

cJUN - transcription factor, a substrate of JNK; cJun

JNK —cJun N-terminal kinase; also known as SAPK

K562 — human lymphoma-derived cell line, cultured in suspension
LCL1, LCL2... —,,lung cancer cell line No.1, 2%, primary lung cancer-derived
cell lines

MAPK — mitogen-activated protein kinase

MEK — MAPK ERK kinase

MFI — median fluorescence intensity (in flow cytometry)

Myo — adult rabbit muscle-derived stem cell line (healthy)
NSCLC — non-small cell lung cancer

P38 — MAP kinase of 38 kDa; MAPK 14

PBS — phosphate buffered saline

PE — fluorescent dye, used in flow cytometry

SAPK - stress-activated protein kinase (a part of MAPK; contains JNK and
P38)

SDS-PAGE — sodium dodecylsulphate poly-acrylamide gel electrophoresis
SEL — selumetinib, MEK inhibitor, targeted drug
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INTRODUCTION

Cancer is one of the most common diseases worldwide, making the
efficacy of anticancer drugs and the resistance to chemotherapy a very
sensitive issue. Cancer is both a genetic and a cellular disease, and its diversity
is infinite. Therefore, cancer research remains a challenge not only at the
biochemical level but also at the cellular level. Individualized therapies based
on established biomarkers are very expensive and often ineffective for many
reasons. One promising approach for breakthroughs is the use of small
molecule compounds that interact specifically with intracellular signaling
molecules. Over 100 protein kinase inhibitors are already being tested in
clinical trials. Pre-clinical (in vitro) studies are an essential part of this process
[1], [2].

Cancer is a disease caused by alterations in genes encoding regulators of
cell proliferation, apoptosis and differentiation. Although funding for cancer
research and treatment has increased dramatically over the last 30 years,
cancer has managed to overtake cardiovascular disease and ranks first
worldwide in mortality. Discovery of cancer stem cells (CSCs) has given hope
that scientists have finally understood the nature of cancer and the essential
target for treatment. However, it was soon discovered that adult stem cells and
cancer stem cells have much more in common than we would like [3];
moreover, normal stem cells have been found in close proximity to the tumor,
either limiting or stimulating its growth [4].

Lung cancer is the leading cause of cancer deaths. Despite the advances,
there is still a great need for new, innovative treatment strategies and tools.
Such tools include Iung tumor cell lines derived from patients. These ex vivo
cells are important in the investigation of the basic survival mechanisms of
lung tumors and in development of new anti-cancer targets and compounds.
Cell lines have been shown to retain the same genetic alterations as the
primary tumor [5]. The lung stem and lung cancer stem cells provide another
important tool for the effective application of targeted therapies in defeating
lung cancer [6], [7].

Lung cancer can be treated with surgery, chemotherapy, radiotherapy,
immunotherapy and targeted therapies, depending on the stage of the cancer.
Surgery is usually considered an inappropriate treatment option when the
stage of lung cancer diagnosed is already advanced. Chemotherapy is one of
the main and most effective treatments for lung cancer, whether used alone or
in combination with other treatments [8][9].
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Current trends in cancer biology and cancer treatment are largely focused
on addressing drug resistance. New evidence suggests that, in addition to
oncogenic rearrangements, non-genetic causes of resistance are driving
cancer. Understanding the mechanisms of non-mutant cellular resistance, as
well as new models for drug sensitivity testing, must be important in the search
for new cancer therapies.

Despite advances in biomarker-based personalized cancer therapy,
molecular/genetic profiling has been shown to be insufficient in identifying
effective drug combinations in many cases. New reports show that the success
of anticancer treatment is usually limited by tumor heterogeneity, which is not
detected by existing cancer biomarker-based approaches. Cellular
heterogeneity, not only genetic but also phenotypic, is considered to be a
major cause of resistance to anticancer therapy, cancer progression and cancer
stem cell survival [10]. Therefore, identification of effective drug
combinations requires functional studies of live cells representing different
tumor cell types.

The activity of signaling molecules that regulate cell fate is an important
determinant of cell behavior, as well as their response to treatment, depending
on the phenotypic state of the cell and its location in the organism. Cell fate is
determined by both survival and death signals, which may have different roles
depending on the cell type, developmental stage and the nature/intensity of the
stimulation. Understanding the cell death signaling networks involved in
anticancer drug therapy is crucial in the search for new drug targets and
biomarkers for cancer therapy. Phosphorylation of intracellular signal-
transducing protein kinases in the absence of drugs and inhibitors will be
referred to as “basal phosphorylation” in this work.

Understanding the signal transduction networks of programmed cell
death upon exposure to anticancer drugs is an essential way to identify new
drug targets and biomarkers in cancer therapy. There are many studies that
analyze the molecular differences between healthy and cancerous, between
sensitive and resistant, between control and affected cells. Manipulating the
signals induced by chemotherapeutic drugs is a promising strategy for targeted
cancer therapy.

The relationship between cell status and therapeutic sensitivity, and
hence cell fate, is determined by the activity of signaling pathways, including
the MAPK and PI3K/AKT kinases, which are influenced by both intrinsic and
extrinsic sources. MAPK and AKT regulate essential cellular functions such
as proliferation, survival, growth, metabolism, migration and differentiation.
ERK and AKT transmit extrinsic and intrinsic signals from growth factors,
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intracellular stress (including DNA damage), extracellular contacts and
adhesion signals. These signaling pathways are key mediators of oncogenic
signaling (activated ERK and AKT pathway molecules are frequently found
in many human cancers). Mutations are also known in the signaling pathway
itself. MAPK and AKT also mediate cellular responses to anticancer drugs.
Deregulation of these kinase signals is often associated with resistance to the
treatment.

MAPK and AKT kinases are therefore attractive targets to improve the
efficacy of targeted or conventional chemotherapy. Accordingly, inhibition of
these two major signaling pathways has been newly proposed as a promising
and alternative treatment for lung cancer [11].

Cancer therapy is moving away from non-specific cytotoxic drugs
towards rationally designed molecule-specific compounds with higher
efficacy and fewer side effects. This requires a good understanding of cancer
biology and identification of the "active" molecular targets of the disease.
However, despite the advances in biomarker-based personalized cancer
therapies, only short-term effects have been observed, and in some patients
they do not work at all. Also, additional research is still needed on how
anticancer drugs affect adult stem cells and how they can be protected.

Targeted cancer therapy, where a patient's sample is tested for specific
gene mutations before treatment, has been in use for more than 20 years
(imatinib was approved by the FDA for the treatment of cancer in 2001) [12].
Unfortunately, cancer cells acquire resistance. Our position is that the
mechanisms by which a cell acquires resistance to death inducers may be
activated by non-genetic events that depend on the cell's status, stage of
differentiation, and alterations in microenvironment.

This thesis aims to evaluate the modifications of cell death/survival
signaling molecules, their interactions and their role in different cellular states
after loss of cell-substratum contacts and after exposure to conventional or
targeted anticancer drugs and combinations thereof.

We used commercial lung adenocarcinoma A549 and ex vivo primary
lung cancer cell lines derived from patients. As control, healthy cells, we used
the rabbit muscle stem cell line Myo for comparison, which has been derived
in our laboratory as well as described and characterized in our previous papers.

In this study, the efficacy of the conventional chemotherapeutic drug
cisplatin (cis-diaminodichloro platinum II) and targeted drugs selected to
inhibit intracellular protein kinases were tested by treating cells with a single
drug or various combinations of drugs. In assessing the efficacy of a drug, the
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aim was to focus on extracellular contacts and the molecular mechanisms of
drug action.

We investigated basal, extracellular contact-dependent and anticancer
drug-induced activation of signaling molecules, the role of the signaling (cell
death-inducing or protective), and the relationship between the signaling
molecules. The studies modelling cell-cell interactions were performed in
different states, i.e. with adherent cells (2D), in cellular aggregates (3D), and
in single cell suspension (0D).

In our studies, a set of drugs targeting MAPK and AKT signaling
pathways that are in various stages of clinical trials and FDA approval was
used. The aim was to determine the expression, phosphorylation and
localization of the targets and other signaling molecules, as well as the
crosstalk between selected signal transducing molecules in response to cell-
cell contacts and drug treatment. Our research focuses on the MAP kinases
ERK, JNK and AKT, the drugs that act on these kinases, and their
combinations with conventional chemotherapeutics for lung cancer. These
ERK inhibitor SCH772984, MEK inhibitors trametinib and selumetinib, AKT
inhibitor capivasertib, AKT inhibitor VIII, PI3K inhibitor idelalisib, and the
anti-cancer drug cisplatin. The efficacy of the targeted drugs in vitro (target
modifications, impact on proliferation/viability and conventional drug-
induced death) was characterized. Activation of alternative kinase in cells
after exposure to targeted drugs was investigated as a possible mechanism of
resistance to targeted therapy.

In this work, we have focused on cells without extracellular contacts.
They were kept in suspension to simulate the 'weightless' state in which
circulating/metastatic cancer cells spend part of their time. Studies in such a
model provide a separate insight into the signaling molecules of unattached
cells (either singly or in 3D aggregates) and their role in the response to
anticancer therapy. There are not many such studies in the world.
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The aim of this study — to ascertain the dependencies of protein kinase
MAPK and AKT activation on extracellular contacts, and to confirm the
phenomenon of crosstalk between these kinases in different human non-small
cell lung cancer-derived cellular models.

The following tasks were raised:

1. To determine the influence of cell-substratum contacts on basal
phosphorylation and expression of kinases MAPK and AKT, and the role of
these kinases in lung cancer and muscle-derived cell models;

2. To assess the dependence of MAPK JNK signaling pathway
molecules — kinase JNK and transcription factor cJun — on cell-cell contacts
in lung cancer and muscle-derived cell lines;

3. To evaluate the effect of drugs targeting molecules of the MAPK ERK
and AKT signaling pathways on the viability of lung cancer-derived cells, as
well as on the molecular targets of the drugs, either alone or in combination
with the anticancer drug cisplatin;

4. To determine the existence of interaction between ERK and AKT
signaling pathways in different cell lines of lung cancer origin;

5. To assess the dependencies of ERK and AKT crosstalk on cell-
substratum contacts and concentration of cisplatin.
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SCIENTIFIC NOVELTY AND PRACTICAL VALUE

Current trends in cancer biology and cancer treatment are largely focused
on tackling drug resistance. It is known that cancer is caused by mutations in
genes responsible for oncogenic transformation, but there is increasing
evidence that resistance is caused by non-genetic factors. It is recognized that
non-genetic mechanisms, in addition to genetic alterations, are involved in
drug resistance and tumor progression. Cancer cells can acquire resistant
phenotypes through epigenetic modifications, changes in signal transduction
and other non-genetic mechanisms, depending on extracellular and
intracellular factors related to the tumor microenvironment. It is known that
non-genetic modulation of cellular state can strongly influence drug response.
Cell status-targeted therapies are becoming one of the main trends in modern
cancer treatment.

Understanding non-mutational mechanisms of resistance, as well as
introduction of new models for drug sensitivity testing, are important in the
search for better cancer treatment. A growing body of evidence shows that
three-dimensional (3D) cancer models have a potential to deepen our
understanding of cancer biology, which has historically been studied in tumor-
derived cell cultures on the rigid surface of plastic plates. 3D ex vivo models
are already replacing existing in vitro systems and may reduce or even replace
the use of animal models in the future. A major advance in 3D cell culture
systems is the development and use of spheroid and organoid cultures to assess
the efficacy of standard and targeted therapies. Models of different cellular
states may differ in the activity of signaling molecules and in the regulation of
signal transduction pathways responsible for cell fate decisions.

This work focuses on non-genetic mechanisms of cellular response to
anticancer therapy and resistance to therapy. The relationship between cell
state and therapeutic sensitivity, and hence cell fate, is determined by the
activity of signaling pathways, including the MAPK and PI3K/AKT kinases,
which are influenced by both intrinsic and extrinsic sources.

In this study, the influence of extracellular contacts on the activation of
the signalling molecules AKT, MAPK (ERK, JNK, p38), and the transcription
factor cJun in different in vitro cell systems (lung adenocarcinoma A549 cell
line, primary lung cancer cell line, and a muscle-derived stem cell line) was
examined by modelling different cellular states. It has been shown that,
irrespective of cell origin or cell phenotype, the basal phosphorylation level
of the protein kinases is dependent on the cell-cell and cell-substratum
contacts. Importantly, activation (phosphorylation and expression) of
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molecules in the same JNK signaling pathway was inversely dependent on
intercellular contacts.

In summary, the comparison of the phosphorylation profile of protein
kinases in different cell states - single, adherent or aggregated cells - in this
study highlighted the importance of the extracellular environment and showed
differences between cell lines. The dependence of cell fate-regulating protein
kinases on extracellular contacts also shows that cell regulation is dependent
on the context in which the cells are situated. Overall, cell adhesion (to other
cells or to the substrate) is an important factor in determining cell fate, in
addition to other well-known developmental signals.

Knowledge of the basal activity of signaling molecules is important for
predicting the response of cells to changing conditions and thus for predicting
cell behavior during biotechnological and biomedical processes.
Understanding the influence of cellular contacts on the activation/deactivation
of cell fate-regulating kinases is also important for the prediction of the
response to anticancer therapy. Studies based on the state of the cells and their
location in the body (in solid tissue or circulating in liquid) would also allow
the prediction of different effects on those cells.

Also, in this work, using cell models of human lung cancer origin, we
have shown that the negative feedback phenomenon of the two survival
signaling pathways, MEK/ERK1/2 and PI3K/AKT, is characteristic of all the
cell lines investigated. Despite differences in cell phenotype or genotype,
inhibition of the PI3K/AKT pathway promoted activation of the MAP kinase
ERK and, conversely, inhibition of the MEK/ERK pathway increased the level
of phosphorylated AKT. This phenomenon was confirmed in both control and
cisplatin-treated cells, also using different inhibitors of these kinases.
Although this interaction is thought to be cell type-specific and/or dependent
on the particular oncogenic lesion in the cell, the results suggest that activation
of an alternative kinase in response to inhibition of another kinase is a
universal phenomenon. Activation of an alternative kinase in cells is a possible
mechanism of resistance to targeted drugs.

On the other hand, we have shown that the crosstalk between ERK and
AKT signaling pathways is dependent on cell-substratum contacts, with the
loss of feedback upon detachment from the substrate. Inhibition of the focal
adhesion kinase FAK by its inhibitor PF573228 also results in similar
outcome. The interaction of the kinases may also depend on the strength of
the chemotherapeutic stimulus.

Activity of signaling molecules that regulate cell fate is an important
determinant of cellular response to the treatment, when taking into account the
phenotypic state of the cells and their location in the body. This work
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highlights the dependence of adherent cell function and response to targeted
drugs on cellular state, and proposes different molecular strategies to target
contacting (solid tumor) and circulating cancer cells. We believe that the
findings of this work may be relevant to address the problems of personalized
cancer treatment and drug resistance.
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STATEMENTS TO DEFEND

e Basal phosphorylation of the kinases MAPK and AKT is dependent
on cellular state, i.e., it is different in attached or floating lung cancer-derived
cells.

e Components of the same JNK signaling pathway — kinase JNK and
transcription factor cJun — are differentially affected by intercellular contacts.

e The effect of MAPK ERK- or AKT-targeted drugs and their
combinations with the conventional drug cisplatin varies between lung cancer-
derived cell lines.

¢ Bidirectional negative feedback loop exists between MEK/ERK and
AKT signaling pathways in all the studied human lung cancer-derived cell
lines.

o Interaction between the ERK and AKT signaling pathways is
dependent on extracellular contacts as well as on the concentration of
cisplatin.
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MATERIALS AND METHODS
Cell culture

Human non-small cell lung adenocarcinoma A549 cells were purchased
from CLS (Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Germany). K562 cells were
obtained from ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA,
USA). Human primary lung cancer cell lines were established from surgical
material (Regional bioethical approval no. 158200-18/5-1024-537). Briefly,
lung tumor specimens were minced, washed, and enzymatically digested. The
digested tissue was filtered through a cell strainer and transferred into a cell
culture flask with Iscove’s modified Dulbeco medium (IMDM, Gibco, #
21980032) supplemented with 10% FBS (Gibco, #10500064) and antibiotics
(Gibco, #15240062). Cells were grown at various densities and under different
culture conditions. Cells of passage number 10-30 were used in our
experiments. Rabbit muscle-derived cell line Myo was used as a
representative of a normal/healthy stem cells. It was established from the
anterior tibial thigh muscle of an adult rabbit at the Institute of Biochemistry
(Lithuania). The stem-cell nature of Myo cells has been proven by the
expression of stem cell markers, unlimited proliferative potential, and
multipotency in vitro (Kalvelyté et al, 2013). Routinely all cells were
cultivated in a humidified incubator at 37°C and 5% CO- in IMDM with 10%
FBS and antibiotics. Agitation experiments were performed in an
environmental orbital shaker-incubator (ES-20/60, Biosan, Riga, Latvia) at
37°C in CO2-independent medium (Gibco, #18045088) supplemented with
glutamine, 10% FBS and antibiotics.

Cell morphology

Cell morphology was observed, and the micrographs of the cells were
obtained with an EVOS FL microscope (Thermo Scientific) using 10x
objective with phase contrast for brightfield. Cell staining was performed with
crystal violet (0.1% in 20% ethanol) dye. Fluorescent pictures were obtained
with the same EVOS FL using mixture of acridine orange and ethidium
bromide dyes (AO/EB; 1 mg/mL and 1 mg/mL in PBS, final concentration 10
ug/mL). GFP and RFP LED light cubes (ex 531/40, em 593/40 and ex 470/22,
em 525/50, respectively) within the instrument were used for the photographs,
subsequently merging two color images into one. Scalebars 400 pm.
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Inhibition and prevention of cell adhesion

To mimic the anchorage-independent state of circulating cells we
maintained the cells in suspension for 24 - 72 hours during the experiments.
In order to prevent their adhesion to tissue culture plates, trypsin-detached
cells in CO2 medium were placed in non-treated cell culture flasks (Eppendorf
Austria GmbH, Vienna, Austria, #0030711017) and constantly agitated at 90
rpm (orbit 20 mm) for 24 hours in an orbital shaker-incubator. For further
experiments, the suspension was fractionized into single-cell and aggregated
cell fractions by natural sedimentation (1 hour in a vertical 15 mL tube at
37°C). Single cells were concentrated by centrifugation, resuspended in fresh
medium, and transferred into non-treated 12-well plates (Eppendorf,
#0030721012) for inhibitory studies.

For focal kinase FAK inhibition studies cells were seeded into standard
6-well tissue culture-treated plates (Corning, New York, USA, #353046) for
adhesion. Then, FAK inhibitor PF573228 (Merck) was added (5-25 pM) in
new medium for 24 hours. Thereafter, cells were lysed and extracted proteins
were analyzed by the Western blot method.

Cell culture density studies

To evaluate the role of cell-cell contacts on JNK/c-Jun signaling network
under adherent conditions, cells were seeded at various densities from very
sparse to confluent by doubling the cell density to reach confluence at 24
hours. Confluent cells were rated as 1.

Inhibitory analysis and apoptosis assay

Cell number before the experiments was ascertained by Bio-Rad TC20
automatic cell counter after trypsinization (TrypLE, Gibco, #12604013).
Resazurin-based redox metabolic assay (stock concentration 0.1% of
resazurin (Sigma-Aldrich #R7017) in water; dilution 20-50X) was used to
monitor cell viability in suspension and aggregated cell populations measuring
fluorescence (excitation 530 nm, emission 580 nm) in a Varioskan Flash plate
reader (Thermo Scientific). “Cell viability” in Section 3 figures stands for the
normalized ratio of measured value after the treatment with initial control
sample resazurin fluorescence value. Normalization was done estimating the
DMSO-treated control as 1.0. The role of signaling molecules in anoikis was
evaluated using specific inhibitors. The following inhibitors were used in this
study: PI3K inhibitor LY294002 (10 pM, Sigma-Aldrich); Akt inhibitor VIII
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(10 uM, Merck); MEKI1/2 inhibitors PD 98059 (20 uM, Calbiochem),
selumetinib AZD6244 (10 uM, Selleck Chemicals, Houston, TX, USA); JNK
inhibitor SP600125 (20 pM, Merck); p38 inhibitor SB203580 (10 uM,
Calbiochem); FAK inhibitor PF573228 (10 pM, Merck), proteasomal
inhibitor MG132 (10 uM, Calbiochem).

The mode and percentage of cell death was determined by fluorescence
microscopy using two fluorescent dyes: Acridine orange and Ethidium
bromide (AO/EB, from Sigma-Aldrich). AO dye was used to visualize
chromatin condensation while EB discriminated cell membrane integrity in
order to identify the apoptotic cell morphology (anoikis) and fraction in
population as described in [13]. Cells were examined microscopically and
characterized as follows: viable (green chromatin fluorescence), viable
apoptotic with fragmented nuclei (green fragmented chromatin), nonviable
apoptotic with fragmented nuclei (orange fragmented chromatin), necrotic
cells (orange non-fragmented nuclei), and chromatin-free cells (weak
staining). To measure cell distribution in a population according to this
staining, not less than 200 cells for each sample were manually counted and
described. Representative distributions of cells are presented in the diagrams
from at least 3 independent experiments.

Western blotting

Phospho- and total protein amounts of selected signaling molecules were
visualized by using secondary horseradish peroxidase-conjugated antibodies
(goat anti-rabbit and goat anti-mouse) from Bio-Rad Laboratories, Inc.
(Hercules, CA, USA, #1721011 and #1706515) and an enhanced
chemiluminescence reagent (Bio-Rad, #1705060). Representative Western
blots from at least 3 independent experiments that resulted in similar outcome
are presented. Total protein staining either in PAA gel with Coomassie R-250
brilliant blue dye (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA, #24615) or Pierce
Reversible Protein Stain Kit for PVDF Membranes (Thermo Scientific,
#24585), served as loading controls. Primary antibodies used: pT308 Akt
(Cell Signaling, #2965), pT202-pY204/pT185-pY187 ERK1/2 (Santa Cruz
#sc-16982-R), pY397 FAK (Invitrogen #44-624G), pT180/pY 182 p38a
(Thermo Scientific MA5-15177), pT183/pY 185 JNK (BD #612540), c-Jun
(BD #610326), pS63 c-Jun (BD #558036), ERK2 (Santa Cruz #sc-1647).
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Densitometric analysis

Western blot and PAA gel images are imported into ImageJ program (v.
1.53e, NIH) and their colors are converted to a 16-bit color palette
(Image>Type). Once all the lanes to be analyzed have been defined in a
rectangle, Analyze>Gels>Select first lane option is selected, then >Plot lanes.
On the resulting diagram, the segments separating the individual
electrophoresis lanes are manually added (*Straight* tool). A straight line is
to be drawn horizontally within the plot, below which the background signal
remains. The Wand (tracing) tool is then used to trace the areas of each lane,
which is automatically converted into relative intensity units. The results are
normalized to the according PAA gel lanes before comparing within the
experiment group.

Flow-cytometric analysis

Cells were washed with PBS + 1% bovine serum albumin and stained
with specific antibodies for 30 min. in the dark. They were then washed again
and analyzed with FACS Ariall flow cytometer/sorter (BD Biosciences). Non-
specific staining was assessed using fluorochrome-, isotype- and species-
matched isotype controls. Gates were placed according to respective isotype
control staining. Data was analyzed with BD FACSDiva software. All
monoclonal antibodies and isotype controls, used in this study, were directly
conjugated to fluorochromes. Results are presented as per cent (%) of stained
cells, all normalized to isotype control staining.

Statistical analysis

The data are expressed as means (£SD) of at least three independent
experiments performed in quadruplicate. Paired t-test to compare two means
was used for statistical analysis (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA). Differences were considered statistically significant at p < 0.05.
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RESULTS

In the first part, the main studies were performed with A549 cells. The
non-small cell lung carcinoma A549 cell line is known as a wild-type tumor
suppressor TP53-bearing and K-RAS mutation-driven cancer cell line. In
addition, a panel of genotypically and phenotypically different patient-derived
lung cancer (NSCLC) primary cell lines was used in our studies. Cell lines
were obtained from patients without genetic characterization (Regional
bioethical approval no. 158200-18/5-1024-537). The photos presented in Fig.
1 show cells of different sizes with epithelial or fibroblastic phenotype. Rabbit
skeletal muscle-derived cell line Myo with stem cell properties, unlimited
proliferative potential, and multipotency in vitro [14], was chosen as the
noncancerous stem cell control.
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Fig. 1. Selected cell lines were used in this study. (a) Human non-small cell
lung carcinoma A549 cell line shows epithelial phenotype. The rabbit muscle-
derived stem cell line Myo represents normal (non-cancer) cells. (b) Human
lung cancer-derived primary cell lines (LCL) used in the study. Cellular
morphology shows epithelial-like and mesenchymal-like (fibroblastic) cells of
different sizes. Cells were stained with crystal violet dye. Scale bar 400 um.
Every number indicates a different cell line. (Copyright © 2021 Elsevier Inc.
All rights reserved. doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034.

As the author of this Elsevier article, Aurimas Stulpinas retains the right
to include this and the following figures/tables in a thesis or dissertation,
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provided it is not published commercially. Permission from Elsevier is not
required).

Flow cytometric analysis revealed that established human non-small cell
lung cancer-derived primary cell lines variously expressed putative lung
cancer stem cell surface markers (Table 1).

Table 1. Flow cytometry data for putative cancer stem cell markers.
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Fig 2. (a) Models of cell interactions used in the study. From the left: single
cells kept in suspension (cells without any extracellular contacts); cells in
aggregates (cells forming intercellular contacts); cells adhered to the bottom
of the culture flask (cells forming both intercellular contacts and contacts with
the substrate). Cells were stained with AO/EB dyes as described in the
Methods. (b) Agitation of leukemic K562 cells does not reduce their viability.
Shaking conditions (90 rpm for 48 h) were tested on non-adherent K562 cells.
Control cells were kept in static conditions in the same shaking device.
Viability was measured by resazurin reduction method, RFU — relative
fluorescence units. N = 4, the difference was insignificant. (c) Adherent cells
after disruption of cell-substratum contacts (cells in suspension) undergo
apoptotic mode of cell death — anoikis. Distribution of cells (in %) according
to their morphology evaluated by AO/EB fluorescent staining as described in
Methods. (© 2021  Elsevier Inc.  All rights  reserved.
doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034.)

As expected, detached cells, when losing contacts between cells and with
the adhesion substrate, die by apoptosis. Attenuation of integrin-transmitted
signals in all examined cells, both cancer and stem, caused features
characteristic of apoptosis: chromatin condensation, increase of membrane
permeability, and formation of apoptotic bodies. Features of apoptosis were
also confirmed by other methods, such as procaspase-3 cleavage, reduction of
mitochondrial membrane potential, and DNA fragmentation (data not shown).
Quantitative evaluation of anoikis of cancer and stem cells showed that lung
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cancer A549 cells were more resistant to death induction by the loss of
contacts than muscle-derived stem cells (Figure 2(c) and Figure 3(d)).

On the other hand, the data show that cells retaining cell-cell contacts
under non-adherent conditions exhibited higher viability than cells in
suspension. As shown in Fig. 3, both types of cells, A549 and Myo, in
aggregates were more resistant to the loss of contact with the substratum than
single cells in suspension (Figure 3(b,c,d)), showing the protective role of
intercellular contacts. These data show that the intercellular contacts that are
generally maintained by cadherins may partially compensate the loss of cell-
extracellular matrix interactions.
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Fig. 3. The role of intercellular contacts under detached conditions on cell
viability. (a) Examples of single and aggregated cells in suspension. (b) A549
cells in aggregates are more resistant to the loss of contacts with substratum
than single cells. (c) Myo stem cells in aggregates are more resistant to the
loss of contacts with substratum than single cells. Distribution of cells (in %)
according to their morphology was evaluated by AO/EB fluorescent staining
as described in Section 2.5. (d) Statistical analysis of cell viability at 24 and

169



48 h. Apoptosis in this case includes both viable apoptotic and nonviable
apoptotic cells together. Unpaired Student t-test was used to calculate the p
value. Aggr. — cells in aggregates. (© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034.)

Then we used AKT signaling pathway inhibitors and showed that PI3K
inhibitor LY294002 resulted in a decrease of cell survival in non-adherent
conditions. It reduced the viability of both stem and cancer cells in suspension
(Fig. 4(a)). The same inhibition of cell survival was observed by using Akt
inhibitor VIII (data not presented). Therefore, AKT kinase is involved in the
protection of A549 cells and Myo cells against cell death induced by the loss
of cell contacts. Furthermore, in a study of AKT activation, we have shown
that cell detachment decreases AKT phosphorylation. Loss of extracellular
contacts inhibited AKT phosphorylation at T308 in both A549 and Myo cells
(Fig. 4(b)).

Phosphorylation of the focal adhesion kinase FAK was found to decrease
in detached cells of both Myo and A549 lines (Fig. 4(c)), showing its
dependency on substrate-interacting integrins. We also have demonstrated
that FAK inhibition affected AKT kinase phosphorylation. FAK inhibitor
PF573228-induced reduction of AKT phosphorylation was shown in both
A549 and Myo cells (Fig. 4(d)). However, the level of AKT phosphorylation
was found to be higher in death-resistant cell aggregates than in cells in
suspension (Fig. 4(e)).
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Fig. 4. Dependency of AKT on extracellular contacts. (a) Inhibitor of
PI3K/Akt pathway LY 294002 (LY) reduces viability of cells that have lost
extracellular contacts. After 24 h of agitation, the aggregates were removed.
The remaining single cells grown in suspension for 24 h were treated with 10
uM LY294002 or its solvent DMSO. Cell viability was measured by the
resazurin reduction method after 24 and 48 h of treatment. DMSO-treated cell
viability was normalized to 1.0. Asterisk indicates significant difference (p <
0.05, N = 3). (b) Protein kinase AKT phosphorylation decreases in cells grown
in detached conditions in comparison to adherent cells. FAK is involved in
A549 and Myo cell anoikis regulation. (c) Decrease of FAK phosphorylation
in cells grown in detached conditions (cells in suspension) for 24 h. (d) FAK
inhibitor PF573228, at indicated concentrations, decreases AKT Kkinase
phosphorylation in both A549 and Myo cells. (e) Cells in aggregates show
higher AKT phosphorylation level than single cells in suspension. Coomassie
blue-stained SDS-PAGE gels serve as loading controls. Adh. — adherent cells,
Susp. —single cells in suspension, Aggr. — aggregated cells. (© 2021 Elsevier
Inc. All rights reserved. doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034.)
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Inhibitor of ERK signaling pathway PD98059 augmented cell death of
both A549 and Myo cells during anoikis (Fig. 5), as well as other MEK
inhibitors U0126 and selumetinib (data not presented). Thus, we identified the
protective role of ERK in cells that have lost extracellular contacts.

Unexpected results were obtained by investigating the dependency of
ERK phosphorylation on cell-substrate contacts. Comparison of ERK kinase
phosphorylation in substrate-adhered cells and cells in suspension showed a
difference in Myo stem cells and cancer A549 cells (Fig. 5(b)). Similarly,
using an inhibitor of FAK, which transmits the cell-substrate interaction
signal, we have shown that it reduced ERK phosphorylation in Myo cells but
promoted its phosphorylation in cancer A549 cells (Fig. 5(c)). This
phenomenon requires further investigation.
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Fig. 5. MAP kinase ERK1/2 dependency on extracellular contacts. (a)
Inhibitor of MEK1/2 PD98059 (PD) reduces viability of cells that have lost
extracellular contacts. After 24 h of agitation, the aggregates were removed.
The remaining single cells grown in suspension for 24 h were treated with 20
uM of PD98059. Cell viability was measured by the resazurin reduction
method after 24 and 48 h. DMSO-treated cell viability was normalized to 1.0.
Asterisk indicates significant difference (p < 0.05, N = 3). (b) Loss of cell
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contacts with substrate regulates ERK phosphorylation in A549 cancer and in
Myo stem cells in an opposite manner. Protein kinase ERK phosphorylation
increases in A549 cells grown in detached conditions in comparison to
adherent cells but decreases in Myo cells. (c) FAK is differently involved in
ERK regulation in A549 and Myo cells. FAK inhibitor PF573228 increases
ERK phosphorylation in A549 cells but decreases in Myo stem cells.
PF573228 (5-25 uM) was applied to the adherent cell cultures. (d) Cells in
aggregates show a higher ERK phosphorylation level than single cells in
suspension. Cells were lysed after 24 h of incubation. Adh. — adherent cells,
Susp. — single cells in suspension, Aggr. — aggregated cells. (© 2021 Elsevier
Inc. All rights reserved. doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034.)

Next, we used the same assays to investigate the effect of extracellular
contacts on kinase phosphorylation in cells obtained from lung cancer
patients. Cell-substratum contact-dependent ERK and AKT activation was
demonstrated in primary lung cancer cell lines. The data obtained show that
the examined primary lung cancer cells lose ERK and AKT phosphorylation
when in suspension (Fig.6). In addition, the data showed that there was a
higher level of phosphorylated ERK in the cell aggregates than in cells in a
suspended state (Fig. 7(a)), suggesting that cell-cell contacts increase
phosphorylation of this prosurvival kinase, whereas there were no significant
differences in phosphorylation of AKT between aggregated cells and single
cells in suspension.
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Fig. 6. Primary lung cancer cells in suspension lose ERK1/2 (a) and AKT (b)
phosphorylation. Numbers above the blots indicate relative band intensity.
Adh. — adherent cells, Susp. — single cells in suspension 24 h under agitation.
(© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved. doi.org/10.1016/
j.cellsig.2021.110034.)
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Fig. 7. (a) Phosphorylation of ERK1/2 in primary lung cancer cell lines tends
to be higher in aggregated cells (cell-cell contacts) than in single cells in
suspension (cells without contacts). (b) Phosphorylation of AKT in primary
lung cancer cell lines do not differ significantly between the aggregated cells
and single cells in suspension. (© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034.)
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The studies of extracellular contact-dependent phosphorylation of the
kinase p38 showed that loss of focal adhesion activated MAPK p38 in both
Myo and A549 cells. In the fractions of both suspension cells and aggregated
cells phosphorylated p38 was increased compared to the control adherent cells
(Fig. 8(a,b)). An increase in p38 phosphorylation was also observed during
inhibition of cell-substrate-induced signaling using FAK inhibitor (Fig. 8(c)).
Thus, our results show that stress kinase p38 is activated in lung cancer A549
and Myo stem cells during anoikis. However, treatment with SB203580 did
not show a significant difference from the control (Fig. 8(d)). To date, we
cannot conclude what role p38 plays in anoikis regulation in the cancer and
stem cells studied.
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Fig. 8. MAP kinase p38 phosphorylation dependency on extracellular
contacts. (a) Both A549 and Myo cells in suspension and in aggregates show
higher p38 phosphorylation level than in adherent cells. (b). Densitometric
quantification of phospho-p38 protein to assess differences between the
adherent cells and cells in suspension and cells in aggregates. In four
independent experiments performed under the same culture conditions, the
intensity of the Western blot bands was normalized to the corresponding total
protein in the same lanes. Statistical significance of the differences was
calculated using paired two-tailed Student's t-test comparing Adh. to Susp.
and Adh. to Aggr. and were found to be significant (N = 4, p < 0.05, marked
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with asterisks). (¢) FAK inhibitor PF573228 increases p38 phosphorylation
in adherent cells. Adh. — adherent cells, Susp. — single cells in suspension,
Aggr. — aggregated cells. (d) p38 kinase inhibitor SB203580 does not clarify
the role of p38 in A549 or Myo cells during anoikis. Single cells in suspension
were treated with 10 uM of SB203580 (SB) or its solvent DMSO. Cell viability
was measured by the resazurin reduction method after 24 and 48 h of
treatment. DMSO-treated cell viability was normalized to 1.0. None of the
differences was significant (p > 0.05, N > 7). (© 2021 Elsevier Inc. All rights
reserved. doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034.)

Using JNK specific inhibitor SP600125, we showed increased cell death
under non-adherent conditions (Fig. 9(a)). In the study of JNK activation by
the WB method using anti-double phospho-T183/Y 185 JNK 1/2 antibody, we
found that phosphorylation of JNK in detached cells was higher than in
adherent cells (Fig. 9(b,c)). Furthermore, inhibition of kinase FAK in cells
activated JNK phosphorylation (Fig. 9(d)). Therefore, anoikis is followed by
increased phosphorylation of stress kinase JNK.

We further sought to clarify the dependence of transcription factor cJun,
the major target of INK, phosphorylation on cell extracellular contacts. Our
data showed that cJun phosphorylation slightly increased in detached single
cells with respect to adherent cells (Fig. 10(a)). A comparison of cJun
phosphorylation in single cells in suspension and in cell aggregates, however,
revealed the opposite result: aggregated cells had less phosphorylated cJun
than single cells (Fig. 10).
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Fig. 9. MAP kinase JNK signaling dependency on extracellular contacts. (a)
JNK inhibitor SP600125 (SP) decreases Myo and A549 cell survival in
suspension. Single cells in suspension were treated with 20 uM of SP600125
or its solvent DMSO. Cell viability was measured by the resazurin reduction
method after 24 and 48 h of treatment. DMSO-treated cell viability was
normalized to 1.0. Asterisk indicates significant difference (p < 0.05, N = 3).
(b) Both A549 and Myo cells in suspension and in aggregates show higher
JNK phosphorylation level than in adherent cells. (c) Densitometric
guantification of phospho-JNK protein to assess differences between the
adherent cells and cells in suspension and cells in aggregates. In four
independent experiments performed under the same culture conditions, the
intensity of the Western blot bands was normalized to the corresponding total
protein in the same lanes. Statistical significance of the differences was
calculated using paired two-tailed Student's t-test comparing Adh. to Susp.
and Adh. to Aggr. and was found to be significant (N = 4, p < 0.05, marked
with asterisks). (d) FAK inhibitor PF573228 increases JNK phosphorylation
in adherent cells. Cells were lysed after 24 h of incubation. (© 2021 Elsevier
Inc. All rights reserved. doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034.)

177


https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034

stained stained
~ gel ﬂ gel

Adh. Susp. Aggr. Adh. Susp. Aggr.

A549, pclun Myo, pclun
z 2 : *
b) =
( ) 215 - 1.5 *
(0]
§ 1 B
2
ﬁo.s I i 0.5
g™ o 5
Adh. Susp. Aggr. Adh. Susp. Aggr.

Fig. 10. cJun phosphorylation depends on extracellular contacts. (a) cJun
phosphorylation at S63 in cells in aggregates is lower than in single cells in
suspension or in cells adhered to the substratum in both A549 and Myo cells.
Cells were lysed after 24 h of incubation. Representative Western blot images
are shown. (b) Densitometric quantification of phospho-cJun protein to assess
differences between the adherent and aggregated cells, and cells in
suspension vs. aggregated cells. In four independent experiments performed
under the same culture conditions, the intensity of the Western blot bands was
normalized to the corresponding total protein in the same lanes. Statistical
significance of the differences was calculated using paired two-tailed
Student's t-test comparing Adh. to Aggr. and Susp. to Aggr. and was found to
be significant (N = 4, p < 0.05, marked with asterisks. (© 2021 Elsevier Inc.
All rights reserved. doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034.)

This suggests that intercellular contacts may inhibit cJun
phosphorylation. Addressing this issue, we found that cell-cell contacts
inhibited cJun protein expression in these cells. The inhibitory role of
intercellular contacts on cJun protein level was confirmed in cells incubated
in suspension in the absence of any interactions when compared to cells in
aggregates (cell-cell interactions). Data presented in Fig. 11(a) show that cell-
cell contacts in aggregates decrease the amount of cJun protein in both A549
and Myo cells.

Furthermore, the expression of the transcription factor cJun was higher
in cells with lower culture density. A marked increase in cJun expression by
reducing cell culture density from monolayer to sparse was shown in both
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cancer and stem cell models used in our study (Fig. 11(b)). Therefore, the data
obtained indicate the inhibitory role of cell-cell contacts on cJun protein level
in a cell.
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Fig. 11. cJun protein expression_regulation by cellular contacts. (a), left.
Intercellular contacts inhibit cJun protein expression in A549 and Myo cell
aggregates. Aggregated cells (Aggr.) have less of cJun protein than single
cells in suspension (Susp.). (a), right. Densitometrical quantification of cJun
protein to assess differences between the cells in suspension and cells in
aggregates. Western blot band intensities from four independent experiments
have been normalized to the corresponding total protein content in the same
lanes. Statistical significance of the difference was calculated using paired
two-tailed Student's t-test comparing Aggr. to Susp. and was found to be
significant (p = 0.025 for A549, and p = 0.003 for Myo cells). (b) The amount
of cJun in cells decreases with increasing cell density. (c) Proteasome
inhibitor MG132 in dense cell cultures significantly increases cJun protein
level but not ERK2. (© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034.)
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Data provided in Fig. 12 ((a) and (b)) show that phosphorylation of cJun
decreased with increasing cell density in culture, whereas, conversely,
phosphorylation of JNK increased. At the same time, the amount of JNK
protein in the cells did not change. These studies indicate the opposite
dependence of phospho-cJun and phospho-JNK changes on cell density. In
summary, it can be argued that the significance of c-Jun N-terminal kinase
activation in cells may depend on the amount of cJun in cells, which is
determined by cell-cell contacts.
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Fig. 12. Opposite cJun and JNK phosphorylation as a function of cell density.
(a) cJun phosphorylation decreases with increasing cell density in culture. (b)
JNK' phosphorylation increases with increasing cell density in culture.
Representative Western blots are shown. Numbers above the blots indicate
relative band intensity. Stained SDS-PAGE gels serve as loading controls. (©
2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110034.)

Taken together, in this study, comparison of the phosphorylation profile
of protein kinases in distinct cellular states — in detached, adherent, or
aggregated cells — highlighted the importance of the extracellular contacts and
showed differences between cell lines.

In general, it can be said that cell adhesion (either to other cells or to a
substrate) is currently considered essential in deciding cell fate, beside the
other well-known developmental signals. Consequently, the adhesion signal-
transducing and cell fate-regulating protein kinases are greatly regulated by
extracellular contacts and depend on the context in which the cells are present.
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Therefore, the design of novel approaches to improve (in biomanufacturing
industry) or impair (in cancer precision medicine) the anchorage-independent
growth and survival of cells requires a better understanding of the signal
transduction mechanisms in specific circumstances. Detailed studies are
needed in each case to determine the molecular regulation of anoikis.

In the second experimental part, we examined the susceptibility of
different lung cancer-derived cell lines to conventional chemotherapeutic
drugs (cisplatin, paclitaxel, docetaxel) and protein kinase-targeted drugs
(MEK inhibitor selumetinib, AKT inhibitor capivasertib, and other). As a
result, differential drug sensitivity of the cell lines was confirmed by unequal
response to conventional chemotherapeutic drug cisplatin and targeted drugs,
directed at the molecules of ERK and AKT signaling pathways (Fig. 13).
Viability tests presented in Figure 13, A, showed a nonuniform cisplatin
concentration-dependent decrease in cell viability in different lung cancer-
derived cell lines as determined after 72 hours of treatment. Intracellular
kinase ERK and AKT-targeted drugs resulted in cell proliferation inhibition
(Fig. 13, B), but had modest and different (among cell lines) effects on
cisplatin-induced cell death when used alone (Fig. 13, C). Meanwhile, the
combined activity of selumetinib and capivasertib led mostly to an increase in
both anti-proliferative and pro-death responses, although again in a cell-line-
dependent manner.

181



Cisplatin, 72 h. u20 uM

> 14 45 M
5 12 90 uM
Ay € =« 180 pM
% 0.8 &% = I f[l
S 06 I I - Iy
2 o4 I I kp H I il h h
8 02 [
¢ o
A549 LCL2 LCL5 LCL7 LCL.9 LCL.10 LCL.11 LCL.12 LCL.13 LCL.16
. 12 Proliferation, 72 h. ODM mSEL CAP mSEL+CAP
() -
- I [
0.8
B) & 1 1 b 0 .
‘§ 0.6
S 04
kS
= 0.2
0
A549 LCL2 LCL5 LCL7 LCL.9 LCL.10 LCL.11 LCL.12 LCL.13 LCL.16
1.4 Cisplatin, 72 h. 0 +DM m +SEL  +CAP m +SEL+CAP
12
! ; I
0.8
©) : 1

Relative cell viability

oo | (1% 1 U (0 Y L
0.4
0.2
0
A549 LCL.2 LCL.5 LCL.7 LCL.9 LCL.10 LCL.11 LCL.12 LCL.13 LCL.16

Fig. 13. Impact of cisplatin and targeted drugs on cell viability of different
lung cancer-derived cell lines. (A) Lung cancer-derived cells respond
differently to cisplatin. Cell viability was determined by MTT assay and
expressed in relation to the viability before the treatment (relative cell
viability of initial control =1.0). DM — solvent DMSO. Data are expressed as
means + SD, N = 4. (B) Targeted drugs inhibit cell proliferation. Proliferation
without inhibitors is normalized to 1.0. (C) Lung cancer cells respond
differently to combinations of targeted drugs and conventional drug cisplatin.
Cell survival without inhibitors is normalized to 1.0. The concentrations of
cisplatin that induced 50% of cell death after 72 h of treatment were used. DM
— vehicle control (DMSO), SEL — selumetinib (10 uM), CAP — capivasertib
(10 pm).

(Copyright © 2023 Stulpinas, Sereika, Vitkeviciene, Imbrasaite,
Krestnikova and Kalvelyte. doi: 10.3389/ fonc.2022.1045521. The following
figures are from an open-access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (CC BY). The use, distribution or
reproduction in other forums is permitted, provided the original author(s) and
the copyright owner(s) are credited and that the original publication in this
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journal is cited, in accordance with accepted academic practice. No use,
distribution or reproduction is permitted which does not comply with these
terms).

The cells were resistant to the drugs studied (note that the inhibitors of
kinases alone did not induce cellular death although they slowed down the
proliferation; similarly, the highest concentration of cisplatin did not kill more
than 60% (on average) of the cells in 3 days). Nevertheless, cell behavior
indicated that both ERK and AKT were involved in the regulation of cell
proliferation and survival after treatments. To support this, the changes in the
phosphorylation status of these protein kinases were studied after addition of
cisplatin. WB analysis showed an increase in the phosphorylation of both
kinases. As shown in Fig. 14, A, the treatment of A549 cells with cisplatin (90
uM) resulted in a gradual and persistent increase in phosphorylation of ERK.
Less noticeable changes in phosphorylation of AKT were observed. An
increase in ERK and AKT phosphorylation was also shown in other cell lines,
as presented in Fig. 14, B, after 6 hours of cellular exposure to cisplatin.
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Further, the efficacy of the inhibitors used in our study was confirmed by
reduced target phosphorylation in all tested cells. We would like to note that
the AKT inhibitor capivasertib increased the phosphorylation of AKT itself at
position Thr308, but at the same time it inhibited the phosphorylation of AKT
downstream target GSK3p (Fig. 15, A), thus confirming the inhibition of
kinasic activity of AKT. Data on the increase in AKT phosphorylation upon
exposure of cells to the capivasertib are also shown by other authors
[15][16][17]. As shown in the Figure 15, B, incubation of cells with targeted
drugs and inhibitors of AKT signaling (AKT kinase inhibitor VIII; idelalisib,
an inhibitor of AKT wupstream kinase PI3K), effectively decreased
phosphorylation of AKT molecules in control and cisplatin-treated cells. At
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the same time, inhibitors of ERK signaling (selumetinib and trametinib,
inhibitors of ERK upstream kinases MEK 1/2, and ERK inhibitor SCH772984)
decreased phosphorylation of ERK (Fig. 15, C). Experiments confirmed that
the used targeted drugs were effective in our cellular model system.
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Fig. 15. Determining the efficacy of targeted drugs by phosphorylation of
their targets. (A) Capivasertib, an AKT inhibitor, increases the
phosphorylation of AKT itself. Capivasertib efficacy is demonstrated by
inhibited phosphorylation of GSK3p, a downstream target of AKT. DM —
vehicle control (DMSO), CAP — capivasertib, +cis — cisplatin. (B) AKT
inhibitor VIII (AKTi) and PI3K inhibitor idelalisib (IDE) reduce AKT
phosphorylation in control and cisplatin-treated cells. (C) MEK/ERK
signaling inhibitors suppress ERK1/2 phosphorylation in control and
cisplatin-treated cells. SEL — selumetinib, SCH — ERK inhibitor SCH772984,
TRA — trametinib. Representative Western blots are shown. 6-hour-long
exposures to the drugs were used. The concentration of cisplatin was 90 UM,
and that of inhibitors was 10 uM except for trametinib and SCH772984 (1
MM). (© 2023 Stulpinas, Sereika, Vitkeviciene, Imbrasaite, Krestnikova and
Kalvelyte. doi: 10.3389/ fonc.2022.1045521 )
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In the second part of the work, activation of alternative kinases was
investigated as a possible mechanism of resistance to targeted drugs. The
phenomenon of crosstalk between PI3K/AKT and MEK/ERK pathways was
analyzed by using inhibitors of molecules of these signaling pathways alone
or in combination with cisplatin in a panel of lung cancer-derived primary cell
lines.

Bearing in mind that KRAS status can determine feedback between
PI3K/AKT and MEK/ERK pathways, in our work we used KRAS-mutant
A549 cells (a continuous cell line) to compare the phenomenon of activation
of alternative kinases with other cell types [18]. We tested cell lines obtained
from lung tumors, albeit without genetic subtyping, and found that the
phenomenon of crosstalk was common to all cell types studied. As shown in
Figure 16, A, treatment of cells with the inhibitors of ERK signaling
selumetinib, trametinib, and SCH772984 increased AKT phosphorylation
both in control and cisplatin-treated cells. Conversely, inhibition of AKT
signaling with capivasertib, idelalisib, and AKT inhibitor VIII increased ERK
phosphorylation in all cell lines examined, again both in control and cisplatin-
treated (Fig. 16, B). Thus, compensatory feedback loops between the two
signaling pathways have been confirmed in the lung-derived cells: inhibition
of ERK induced activation of AKT and vice versa: inhibition of AKT led to
activation of ERK. It should also be mentioned that the feedback phenomenon
between kinases has also been observed in our previous work on cells of non-
human origin, namely, rabbit muscle-derived stem cells (data not presented).
In addition, the inhibitors had negligible impact on total amounts of EKR2
and pan-AKT protein levels as determined by Western blot method.
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Fig. 16. Crosstalk with negative feedback between ERK and AKT signaling
pathways in human lung cancer-derived cell lines. (A) MEK/ERK pathway
inhibitors selumetinib, trametinib as well as ERK inhibitor SCH772984
enhance AKT phosphorylation in the cell lines tested, control and cisplatin-
treated cells. (b) AKT inhibitor capivasertib, AKT inhibitor VIII and PI3K
inhibitor idelalisib enhance ERK1/2 phosphorylation in control and cisplatin-
treated cells. 6-hour-long exposures to the drugs were used. DM — vehicle
control (DMSO), SEL — selumetinib (10 pM), +cis — cisplatin (90 puM), TRA
—trametinib (1 uM), SCH - SCH772984 (1 uM), CAP — capivasertib (10 uM),
AKTi — AKT inhibitor VIII (10 pM), IDE — idelalisib (10 pM). (© 2023
Stulpinas, Sereika, Vitkeviciene, Imbrasaite, Krestnikova and Kalvelyte. doi:
10.3389/ fonc.2022.1045521 )

Our results presented in Figures 13-16 were performed with cells
adhering to the extracellular substrate, and we further sought to elucidate how
kinase interactions might be regulated in circulating cancer cells. In this study,
still using adherent cell cultures, we observed that an inhibitor of focal
adhesion kinase PF573228 attenuated AKT phosphorylation which was
induced by MEK inhibitor selumetinib (Fig. 17, A). Similarly, AKT inhibitor
capivasertib-induced increase in ERK phosphorylation was diminished by
PF573228 in control and cisplatin-treated lung cancer-derived cells (Fig. 17,
B). This suggested a possible role of cellular interactions with the substrate, in
regulating the crosstalk between the signaling pathways.
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It should be mentioned that we failed to obtain a decrease in AKT
phosphorylation in A549 cells exposed to PF573228 and selumetinib
simultaneously (Fig. 17, A). These data are consistent with our previously
demonstrated role of FAK inhibition on ERK kinase in A549 cells: FAK
inhibitor promoted ERK phosphorylation in A549 cells (Fig.5, C). Likewise,
abnormal activation of ERK1/2 in lung cancer A549 cells, in contrast to
downregulation in other cell lines studied, was determined in an anchorage-
independent state (Fig. 5, D).

Lastly, to mimic the anchorage-independent state of circulating cancer
cells, we incubated single cells of randomly selected lines in suspension
without any cell-cell contacts as described in the Methods section and treated
them with drugs. As we can see in Figure 17, C, the effect of inhibitors on the
activation of alternative kinases, showing crosstalk between kinases, was
attenuated in cells in suspension. This phenomenon has been confirmed for
both selumetinib and AKT inhibitor VIII. No increase in AKT or ERK
phosphorylation following ERK or AKT inhibition, respectively, was detected
in the non-adherent cell model. Thus, the loss of extracellular contacts may
eliminate kinase interactions.
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Flg 17. Dependence of the interplay between ERK and AKT signaling
pathways on extracellular contacts. (A) Focal adhesion kinase inhibitor
PF573228 (+Fi; 10 uM) attenuates the MEK kinase inhibitor selumetinib-
induced increase of AKT phosphorylation in control and cisplatin-treated
lung cancer-derived cells, except A549 cells. (B) PF573228 prevents the AKT
inhibitor capivasertib-induced increase in ERK phosphorylation in control
and cisplatin-treated lung cancer-derived cells. (C) Cells grown in suspension
(Susp) under agitation, in contrast to adherent cells (Adh), do not show
alternative kinase activation. 6-hour-long exposures to the drugs were used.
DM — vehicle control (DMSO), SEL — selumetinib (10 uM), +cis — cisplatin
(90 uM), CAP — capivasertib (10 uM), AKTi — AKT inhibitor VIII (10 uM).
(© 2023 Stulpinas, Sereika, Vitkeviciene, Imbrasaite, Krestnikova and
Kalvelyte. doi: 10.3389/ fonc.2022.1045521 )

In addition, in this study, we found that interaction between the kinases
may be dependent on the strength of the chemotherapeutic stimulus: no
crosstalk between AKT and ERK1/2 was observed in cells exposed to a high
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concentration (240 pM) of cisplatin (Fig. 18). The latter finding might support
the idea of high-concentration intra-tumoral chemotherapy [19].
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Fig. 18. ERK and AKT crosstalk might be signal strength-dependent. Cells
pretreated with a high concentration of cisplatin (240 pM) do not show
alternative kinase AKT activation in response to ERK inhibition by
selumetinib (A), nor ERK activation in response to AKT inhibitor VIII,
contrary to untreated or low cisplatin concentration (45 pM)-treated cells (B).
6-hour-long exposures to the drugs were used. DM — vehicle control (DMSO),
SEL — selumetinib (10 pM), +cis — cisplatin (90 uM), AKTi — AKT inhibitor
VII (10 pM). (© 2023 Stulpinas, Sereika, Vitkeviciene, Imbrasaite,
Krestnikova and Kalvelyte. doi: 10.3389/ fonc.2022.1045521 )

The phenomenon of crosstalk between kinases ERK1/2 and AKT was
demonstrated with all different targeted drugs (kinase inhibitors) used in our
study and was evidenced in all cell lines tested, regardless of genotype and
phenotype differences. In addition, based on the obtained data, it can be stated
that the intensity of drug-induced signaling as well as signals induced by
extracellular contacts may be involved in the interplay between kinases.
Summing up, the ERK-AKT crosstalk regulating mechanism and the
methodology that we used to investigate it can be represented in the following
diagram (Fig. 19).
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Fig. 19. ERK-AKT crosstalk regulating mechanism and the methodology that
was used to investigate it. Red lines — inhibition; green line — stimulation.

DISCUSSION

Although cancer is caused by genetic mutations, there is growing
evidence that non-genetic mechanisms lead to drug resistance. There is no
doubt that identification of genetic tumor signatures is of great importance for
cancer treatment, however, now it is well known that non-genetic modulation
of the cellular state can strongly influence drug responses, conferring
resistance to both conventional cytotoxic and targeted drugs.

The basal activity of signaling molecules is an important factor that
determines the behavior of a cell under different circumstances. Its variation
can lead to different responses under changing conditions. One of the possible
causes of cancer resistance and relapse is the circulating tumor cells which are
a way different from those that remain adherent in a solid tumor.

A relevant area from a clinical point of view of this aspect is the
importance of extracellular contacts in circulating cancer cells, either single
cells or groups of cells. Tumor cells often lose interaction with the substrate.
Although circulating tumor cell clusters were described long ago, only now
are they being addressed as key players in metastatic dissemination. Tumor
cell aggregates, homotypic monoclonal or polyclonal, detached from the
primary tumor site, form metastases at distant sites from the original tumor,
after travelling as cell clusters. Mounting evidence suggests that circulating
tumor cell clusters, maintaining cell-cell adhesion, better resist anoikis than
single cells [20]. This might be due to the overexpression of antiapoptotic
genes as well as decreased expression of proapoptotic ones. In that respect,
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undoubtedly, the molecular characterization and comparison of individual
cells vs. cell clusters is of great clinical importance.

A variety of non-genetic mechanisms of cell resistance influencing drug
responses have been described in many cancers. Usually, phenotype
switching, cell dynamic state, and extracellular contacts, along with the
identification of molecular mechanisms, are assessed during the evaluation of
drug effectiveness [21]. We rely on the opinion that cell state-specific therapy
is one of the essential approaches in modern cancer treatment [22], where cell
fate may be determined by the activity of MEK/ERK and PI3K/AKT signaling
pathways, influenced by cell-specific intrinsic and extrinsic sources. The
efficacy of targeted therapies against these signaling pathways, however, is
limited due to the acquisition of non-genetic adaptive resistance by tumor
cells. Therefore, the combination of specific signaling pathway-targeted drugs
provides new treatment strategies [23].

Assessment of the influence of extracellular contacts on the
activation/deactivation of cell fate-regulating kinases is important in
predicting cell behavior and in determining normal and cancer cell response
to treatment, depending on their phenotypic status as well as their location in
the body. Our study showed that cells that had lost contact with the substrate
activated phosphorylation of MAP kinases JNK and p38 and inactivated the
phosphorylation of survival kinase AKT in A549 cancer cells and Myo stem
cells by processes involving tyrosine kinase FAK. Notably, in accordance
with the studies of other authors, the total level of AKT and MAPKSs did not
change during the processes studied. However, MAP kinase ERK
phosphorylation in Myo and A549 cells was affected in different ways. Cell-
substrate contact deprivation induced an increase in ERK phosphorylation in
A549 cells but decreased in Myo cells. In this case, differences in kinase
phosphorylation upon cell detachment from substrate were determined by
events downstream of FAK activation since inhibition of this kinase alone had
the same consequences as deprivation of cell adhesion.

To continue with MAPK ERK, it needs to be mentioned that the
maintenance of adhesion in cell aggregates through cell-cell contacts
conferred resistance to anoikis. Increased ERK activation in aggregates when
compared to cells in suspension confirmed the antiapoptotic role of ERK in
our models of detached cells. Our studies have shown, however, that cell-
substratum contacts affect ERK activation differently in A549 lung cancer and
Myo stem cells, suggesting that different approaches are needed for targeting
prosurvival kinase ERK during anoikis in diverse cells. Cell-substrate contact-
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independent ERK activation in cancer cells may be responsible for their
resistance to anoikis and ability to metastasize.

Taken together, in this study, comparison of the phosphorylation profile
of protein kinases in distinct cellular states — in detached, adherent, or
aggregated cells —highlighted the importance of the extracellular environment
and showed differences between cell lines. In general, it can be said that cell
adhesion (either to other cells or to a substrate) is currently considered
essential in deciding cell fate, beside the other well-known developmental
signals. Consequently, the adhesion signal-transducing and cell fate-
regulating protein kinases are greatly regulated by extracellular contacts and
depend on the context in which the cells are present. Therefore, the design of
novel approaches to improve (in biomanufacturing industry) or impair (in
cancer precision medicine) the anchorage-independent growth and survival of
cells requires a better understanding of the signal transduction mechanisms in
specific circumstances. Detailed studies are needed in each case to determine
the molecular regulation of anoikis.

The interaction between signaling pathways has been shown for various
and different cellular models. However, the prevailing view is that feedback
between the AKT and ERK pathways is cell line-specific and depends on
specific oncogenic mutations in cancer cells. In our work, on the contrary, the
crosstalking of both signaling pathways was shown to be common to all cell
types (at least to the ones we have examined) — inhibition of the PI3K/AKT
pathway led to activation of the MAP kinase ERK and, conversely, inhibition
of the MEK/ERK pathway increased phosphorylated AKT levels both in
control cells, and in cells exposed to the chemotherapeutic drug cisplatin.

Given that non-genetic modulation of cell state can strongly affect cell
signaling, including interactions between signaling pathways, and that cell
state dictates drug sensitivity, we studied the interaction between AKT and
ERK signaling molecules in cells that lose contact with the substrate.
Circulating tumor cells, key players in metastatic dissemination, may respond
differently to anticancer drugs than cells adherent to the extracellular
substrate. Activation of MAP and AKT kinase cascades is known to involve
regulatory events initiated by extracellular contacts through activation of
integrins and downstream focal adhesion kinase FAK. Downstream of the
integrin and growth factor receptors, FAK activates multiple targets, including
AKT. As a part of the results, above it is shown that FAK is involved in the
transmission of integrin-induced signaling to ERK and AKT in muscle stem
cells and lung cancer cells.

Indeed, studies using a focal adhesion kinase inhibitor, as well as
comparing substrate-attached cells with cells in suspension, have shown that
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loss of extracellular contacts can abrogate compensatory interactions between
these signaling pathways.

Thus, we have demonstrated the dependence of interactions between
ERK and AKT protein kinases on the cellular state. Studies indicate that
circulating cells may respond differently to anticancer drugs than cells that
encounter other cells or the extracellular substrate. It follows that
understanding the signaling events underlying the response of circulating
tumor cells to anticancer drugs may lead to new approaches to overcoming the
resistance of metastasizing cells to therapy, which unfortunately is a major
shortcoming in cancer treatment.

In addition, our work demonstrated that signaling crosstalk was
dependent on the relative strength of the inducer, with no cross-inhibition of
the opposite kinase observed at high concentrations of cisplatin in different
cells.

Current evidence clearly indicates that the MAPK and AKT signaling
pathways are the most prominent clinically used targets in targeted cancer
therapy [24][25]. Various pharmacological agents targeting the
RAS/MEK/ERK and PI3K/AKT pathways have been developed and are being
investigated in preclinical and clinical trials; unfortunately, limited antitumor
activity mainly due to compensatory activation of these key intracellular
signaling pathways is one of the major obstacles to their use.

MAPK inhibitors are being extensively evaluated in non-small cell lung
cancer patients [26]. Studies conducted in Canada have shown that
selumetinib, at the determined dose, can be safely combined with paclitaxel
and carboplatin or pemetrexed and cisplatin in patients with advanced or
metastatic NSCLC [27]. However, there is disappointing data from the phase
II trial in which selumetinib+docetaxel in patients with advanced KRAS-
mutant lung cancer did not improve overall survival [28]. Similarly,
selumetinib+gemcitabine regimens have not been tolerated during the
SELECT-3 clinical trial. In summary, it should be said that studies utilizing
this drug as monotherapy did not confirm its efficacy for NSCLC [29].

The PI3K/AKT/mTOR pathway is also a promising target for the
treatment of solid cancers. The AKT signaling is constitutively active in non-
small cell lung cancer cells [30]. More than 50 compounds targeting key
components of the PI3K/AKT/mTOR signaling network are in development.
Many of them have been tested in clinical trials involving patients with a range
of different cancers as this pathway is dysregulated almost in all human
cancers, including breast cancer, colorectal cancer, lung and hematologic
malignancies, etc. Although the mTOR inhibitors temsirolimus and
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everolimus and the PI3K inhibitors idelalisib and copanlisib have been
approved by the FDA for clinical use in the treatment of some different
cancers, clinical data indicated that the use of single-agent PI3K pathway
inhibitors achieved modest responses and was unlikely to be a curative therapy
for diverse cancers [31].

Studies of cross-talks between PI3K signaling and other pathways are
thought will guide future combination strategies of using clinically relevant
inhibitors in various tumor types [32]. Overall, the available evidence suggests
that drug resistance (intrinsic or acquired) to such targeted therapies results at
least in part from negative feedback interactions between these kinases,
combined with tumor heterogeneity, cellular state, mutational background,
etc. Therefore, combinations of inhibitors are preferred for cancer treatment
(rather than monotherapy) that target different kinases alone or in combination
with chemotherapy and/or immunotherapy [33].

Based on our studies, it can be concluded that the usefulness of a
combination of kinase inhibitors should be evaluated for each cancer subtype
based on the pattern of MEK/ERK and PI3K/AKT signaling. It appears that
cancer cells entering the bloodstream, when compared to the cells within a
solid tumor, should respond differently to targeted drugs due to differences in
regulation. Further studies are needed to be directed at a more detailed
understanding of the molecular mechanisms governing the feedback
regulation of protein kinases ERK and AKT in different cellular states and at
different inducer concentrations.

CONCLUSIONS

1. Regardless of cell origin or cell type, the basal phosphorylation
levels of the protein kinases MAPK and AKT are dependent on
extracellular contacts, albeit differently for individual kinases. ERK, JNK
and AKT kinases protect cells from anoikis when cells lose contact with the
surface.

2. Phosphorylation and expression of molecules of the same
signaling pathway — JNK and the transcription factor cJun — are
differentially affected by intercellular contacts. cJun expression and
phosphorylation decrease while JNK phosphorylation increases with 2D cell
culture confluence.

3. The effect of targeted drugs and their combinations with the
conventional drug cisplatin varies between lung cancer-derived cell lines
in terms of both cell proliferation and cell death. Cells of lung cancer origin
have active ERK1/2 and AKT kinases. Targeted drugs aimed at molecules of
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the MAPK ERK and AKT signaling pathways effectively inhibit
phosphorylation of their targets in all cell lines studied.

4. Inlung cancer-derived cell lines there are compensatory feedback
loops between two signaling pathways: inhibition of the PI3K/AKT
pathway promotes the activation of the MAP kinase ERK and, conversely,
inhibition of the MEK/ERK pathway increases the level of phospho-AKT.
The phenomenon is characteristic of all cell lines studied, regardless of
genotype/phenotype differences, both in control and cisplatin-treated cells,
using different inhibitors of these kinases.

5. Interaction between the ERK and AKT signaling pathways is
dependent on extracellular contacts. Crosstalk is decreased in detached
cells, as well as by inhibition of FAK (focal adhesion kinase) with its inhibitor
PF573228. Negative feedback between the kinases may depend on the
strength of the chemotherapeutic stimulus.
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