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SANTRUMPOS

APC - alofikocianinas (ang. allophycocyanin);

BNR — baziy neatitikimo reparacija;

BV421 - briliantinis violetas, suzadinamas 421 nm bangos ilgio $viesa (ang. Brilliant Violet);
CCL - C-C chemokino ligandas;

CD - Klasterio diferenciacija (cluster of differentiation);

CMS — sutartinis molekulinis subtipas (ang. Consensus Molecular Subtype);

CN — chromosominis nestabilumas;

COLO320 — zmogaus storosios zarnos vézio lgsteliy linija;

CpG — DNR grandinés regionas, kuriame po citozino nukleotido seka guaninas;

CSMP — CpG saly metilinimo profilis;

DLD1 - Zmogaus storosios zarnos vézio lasteliy linija;

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis;

EMT - epiteliné-mezenchiminé transformacija (ang. epithelial-mesenchymal transition);
FIM — fluorescencijos intensyvumo mediana;

FITC — fluoresceino izotiocianatas (ang. Fluorescein isothiocyanate);

GM-CSF — granuliocity ir makrofagy kolonijas stimuliuojantis faktorius (ang. granulocyte-
macrophage colony stimulating factor);

HCT116 — zmogaus storosios Zarnos vézio lasteliy linija;

HRP — krieny rtigsties peroksidazé (ang. Horseradish peroxidase);
HT29 — Zmogaus storosios zarnos vézio lasteliy linija;

IFN-y — gama interferonas;

IL — interleukinas;

LoVo — Zmogaus storosios Zarnos vézio lgsteliy linija;

LPS - lipopolisacharidas;

LS1034 — zmogaus storosios zarnos vézio Iasteliy linija;

M-CSF — makrofagy kolonijas stimuliuojantis faktorius (ang. macrophage colony-stimulating
factor);

MHC — didysis audiniy suderinamumo kompleksas (ang. Major histocompatibility complex);
MSS — mikrosatelitiniy seky stabilumas;

NCI-H508 — Zmogaus storosios zarnos vézio lasteliy linija;



PBS - fosfatinis buferinis tirpalas (ang. Phosphate-buffered saline);

PE — fikoeritrinas (ang. Phycoerythrin);

PE-Cy7 — fikoeritrinas, konjuguotas su cianinu-7;

PGR - polimeraziné grandininé reakcija,

PKML - periferinio kraujo mononukleariniai leukocitati;

RPMI — mitybin¢ terpé (ang. Roswell Park Memorial Institute);

SAL - salinomicinas;

SB — SB-431542;

SW620 — Zzmogaus storosios zZarnos vézio lasteliy linija;

SZV — storosios 7arnos vézys;

TGF-p — transformuojantis augimo veiksnys beta (ang. transforming growth factor beta);
TNF-a — alfa naviky nekrozés faktorius (ang. Tumor necrosis factor alpha);

V450 - violetinis dazas, suzadinamas 450 nm ilgio Sviesa;

V500 - violetinis dazas, suzadinamas 500 nm ilgio Sviesa;

VEGF - kraujagysliy endotelio augimo veiksnys (ang. Vascular endothelial growth factor);
VKL - vézio kamieninés lgstelés;

Wnt — Wingless-type signalo perdavimo kelias;

wt — laukinio tipo variantas (ang. Wild type);



IVADAS

Storosios Zarnos vézys (SZV) yra vienas labiausiai paplitusiy onkologiniy susirgimy
i18sivysciusiose pasaulio valstybése. Didelés reikSmés ligos prognozei bei gydymo efektyvumui turi
aukstas SZV heterogeniskumas — norint jj susisteminti nepriklausomos mokslininky grupés sukiiré
geny raiskos profiliais paremta klasifikacijos sistema, pagal kurig SZV navikus galima suskirstyti
keturis savo savybémis besiskirian¢ius sutartinius molekulinius subtipus (Guinney et al., 2015). Pagal
vieng i$ heterogeniSkuma aiskinanciy modeliy, naviko mikroaplinkoje egzistuoja vézio kamieniniy
lasteliy (VKL) populiacija, pasizyminti atsparumu chemoterapijai, saves —atsinaujinimo,
diferenciacijos, epitelinés-mezenchiminés transformacijos savybémis, bei jai budingy zymeny
(CD44, CD133) raiska (Y. Zhou et al., 2018). Navikg bei jo heterogeniSkumg taip pat palaiko ir
mikroaplinkoje esan¢ios nevézinés stromos Igstelés, tokios kaip fibroblastai, endotelio bei imuninés
lasteles, kurios skatina tarplastelinés erdvés persitvarkyma, lasteliy migracija, neoangiogeneze bei
apsaugo nuo prieS§vézinio imuninio atsako (Hanahan & Coussens, 2012). Viena i$ didziausiy navika
infiltruojanciy imuniniy lasteliy populiacijy yra makrofagai. Su naviku susijusiy makrofagy poveikis
navikui yra dvejopas: klasikiniu biidu aktyvuoti M1 tipo makrofagai skatina uzdegima bei kovoja su
veézinémis lgstelémis, tuo tarpu alternatyviai aktyvuoti M2 tipo makrofagai, normaliomis salygomis
dalyvaujantys audiniy reparacijos, imunoreguliaciniuose procesuose, slopindami imuninj atsaka
skatina naviko vystymasi (Cheng et al., 2019). Tyrimais pademonstruota, jog makrofagy
poliarizacijai 1 M2 tipg itakos turi skirtingy tipy (kriities, kiausidziy, glioblastomos) véziy kamieninés
bei epiteling-mezenchiming transformacija vykdancios lgstelés bei jy iSskiriamos molekulés (Brenot
et al., 2018; Gabrusiewicz et al., 2018; Raghavan et al., 2019), ta¢iau néra daug informacijos apie
didele makrofagy infiltracija pasizymincio storosios zarnos vézio lasteliy ir makrofagy tarpusavio

sgveikas naviko mikroaplinkoje.

Sio tyrimo metu charakterizuojant SZV lasteliy linijas bei tiriant jy vaidmenj makrofagy
poliarizacijoje j M1 arba M2 tipg in vitro buvo bandoma istirti rysj tarp SZV lasteliy kamieniskumo
ir jy gebéjimo indukuoti makrofagy poliarizacija. I$siaidkinus SZV lasteliy imunomoduliuojangias
savybes bei sgveikas su makrofagais biity galima praplésti gydymo galimybes, didinant galimy

prieSveziniy vaisty taikiniy spektra.

Darbo tikslas: Istirti skirtingy molekuliniy tipy astuoniy Zzmogaus storosios zarnos vézio lasteliy

linijy geb¢jima poliarizuoti makrofagus § M1 (navika slopinantj) arba M2 (navika skatinantj) tipus.



Darbo uzdaviniai:

1. Jvertinti tiriamy storosios zarnos vézio lasteliy linijy kamieniSkumo Zymeny raiska bei su

makrofagy poliarizacija susijusiy citokiny raiSkos profilius.

2. Istirti skirtingo kamieniSkumo storosios zarnos veézio lgsteliy linijy gebéjima sukelti

makrofagy poliarizacija.

3. Istirti véziniy lasteliy kamieniskuma slopinanciy junginiy — salinomicino ir SB-431542 —

jtaka storosios zarnos vézio lgsteliy linijy gebéjimui poliarizuoti makrofagus.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Onkologiniai susirgimai

Pasaulio sveikatos organizacija (PSO) véziu vadina grupe susirgimy, kurie gali paveikti bet kurj
kiino audinj. Pagrindiné vézinius susirgimus iSskirianti savybé yra greitas ir nekontroliuojamas
anomaliy lasteliy dalijimasis nepaisant normaliy tam tikro audinio riby bei tokiy Igsteliy
metastazavimas j kitus organizmo organus (WHO, 2018). 2018 metais vézys buvo antroji didziausia
mirtingumo prieZastis pasaulyje, sudaranti apie SeStadalj visy miréiy (WHO, 2018). Metastaziy
susidarymas yra 90% mirciy, sukelty véziniy susirgimy, priezastis (Chaffer & Weinberg, 2011).
Dazniausi vézio tipai vyry tarpe 2019 m. buvo prognozuojami prostatos, plauciy bei storosios zarnos

(42% visy susirgimy), motery — kriities, plauciy bei storosios zarnos (apie 50%) (Siegel et al., 2019).

Rizikos faktoriai, didinantys tikimybe susirgti onkologinémis ligomis, skirstomi j dvi grupes:
vidinius ir iSorinius. Vidiniams faktoriams priskiriamos atsitiktinés klaidos DNR replikacijoje,
iSoriniams — biologinis sen¢jimas, DNR pazaidy taisymo mechanizmy sutrikimai, nejprastas
hormony, augimo faktoriy balansas, chroniSki uzdegimai, radiacija, cheminiai kancerogenai, navikus
sukeliantys virusai, riikkymas, mazas fizinis aktyvumas, blogi mitybiniai jprociai. ISoriniams
faktoriams budinga tai, kad jie gali keistis ir jy sukeliama rizika gali biiti sumazinama (Wu et al.,
2018). Vertinama, jog iSoriniai faktoriai prisideda prie daugiau nei 70-90% dazniausiai pasitaikanciy

onkologiniy susirgimy atvejy (Wu et al., 2016).

Siuolaikinis poziiiris daugiazingsnj naviko vystymasi sieja su pradiniy véZiniy lasteliy palaipsniui
igyjamomis savybémis, jgalinan¢iomis jas tapti navikinémis ir piktybinémis (Hanahan & Weinberg,
2000). Isskiriamos S$ios pagrindinés véziniy lagsteliy savybés: nuolatinis proliferacijos signaly
generavimas, atsparumas augimg slopinantiems signalams, jgyjamos invazyvumo bei metastazavimo
savybes, neribotas lasteliy dalinimysi skaiCius, angiogenezés skatinimas, geb¢jimas iSvengti
programuotos lastelés Zities (apoptozes), pakites lasteliy metabolizmas bei geb¢jimas iSvengti
imuninio atsako. Lastelés geba jgyti Siuos poZymius palaipsniui, dél véZinéms lgsteléms biidingo
genominio nestabilumo (mutacijy) bei navika skatinancio uzdegimo palaikymo (Hanahan &

Weinberg, 2011).
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1.1.1 Storosios zarnos vézys

Storosios zarnos vézys (SZV) 2018 m. buvo tredias labiausiai paplites véZinis susirgimas tarp
abiejy ly¢iy pacienty ir sudaré 10,2% visy susirgimy (Globocan, 2018). Sergamumas §io tipo véziu
padidéjo paskutiniais deSimtmeciais, ypa¢ iSsivysCiusiose pasaulio valstybése — tai siejama su
senéjancia populiacija, mitybiniais jprociais bei kitais susirgimo rizika didinanciais veiksniais. Prie
SZV i$sivystymo prisideda ir genetiniai, ir aplinkos veiksniai, ta¢iau dauguma atvejy yra sporadiski
(Kuipers et al., 2015). I$skiriami maziausiai trys pagrindiniai molekuliniai keliai, kuriy pagalba
storosios zarnos epiteliné Igstelé tampa vézine (Bogaert & Prenen, 2014). Labiausiai budingas i$ jy
yra chromosominio nestabilumo kelias (~70% susirgimy), kuriam bitidinga aneuploidijy,
chromosomy struktiiros pakitimy susidarymas, taip pat ir specifiniy onkogeny bei navika slopinanciy
geny (APC, KRAS, PIK3CA, BRAF, SMAD4, TP53) mutacijos, kurios skatina naviko formavimasi.
Kitas kelias yra mikrosatelitiniy seky nestabilumo kelias, sukeliamas defektyvios DNR baziy
neatitikimo reparacijos sistemos pazeisto gebéjimo pataisyti mikrosatelitinése sekose susidaranciy
mutacijy. TrecCiasis i$skiriamas kelias — CpG saly metilinimo kelias (Bogaert & Prenen, 2014).
Genetiniai veiksniai lemia apie 5-10% visy SZV susirgimy (Lynch & de la Chapelle, 2003).
Labiausiai paplitgs genetinis sindromas tokiy susirgimy atveju yra Lyn€o sindromas, kuris kyla dél
mutacijy DNR pazaidy taisymo mechanizmo genuose: MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM. Taip
pat paplitusi ir Seiminé adenominé polipozé, kuri pasireiSkia iSsivystant labai dideliam skaiéiui
adenomy, kurios tampa vézinémis. Sj sindroma sukelia APC geno, dalyvaujanéio WNT signalo
perdavimo kelyje, mutacijos (Vasen et al., 2015). Pagrindinis metodas SZV detekcijai yra
kolonoskopija, kuri padeda atrasti susidariusius polipus ir navikus ankstyvose stadijose ir juos
pasalinti (Levin et al., 2008). Nuo 1980m. stebimos mirtingumo mazéjimo tendencijos Europoje,
Siaurés Amerikoje ir kai kuriose Azijos $alyse — §is sumazéjimas gali biti siejamas su kolonoskopijos
panaudojimu ankstyvojoje detekcijoje (Kuipers et al., 2015). Lietuvoje taip pat vykdoma
ankstyvosios detekcijos programa, pagal kurig 50-74 mety vyrai ir moterys vieng kartg per du metus
gali nemokamai atlikti slaptojo kraujo iSmatose tyrima (Storosios zarnos vézio ankstyvosios

diagnostikos programa - Nacionalinis vézio institutas, 2019).

1.2 Vézio heterogeniSkumas

Storosios zarnos vézys pasizymi aukstu tarpnavikiniu ir vidunavikiniu heterogeniSkumu ir tai turi
didelés reikSmés ligos prognozei bei gydymo efektyvumui (Molinari et al., 2018). Tarpnavikinis

heterogenisSkumas gali reiksti skirtumus tSarp sinchroniskai besivystanciy pirminiy augliy, tiek tarp
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pirminio naviko ir i§ jo kilusio metastazinio naviko, tuo tarpu vidunavikinis — skirtumus tame
paciame auglyje. Sitlomi trys keliai, kaip iSsivysto naviko heterogeniskumas: vézio kamieniniy
lasteliy, kloninés evoliucijos bei didziojo sprogimo modeliai (Blank et al., 2018). Pirmasis,
kamieniniy lasteliy modelis, teigia, jog tik maza dalis Igsteliy (vidutiniSkai iki 10% visy lgsteliy)
navike geba inicijuoti naviko susidaryma ir vystymasi, bei pasiZymi pavir$iaus zymeny, tokiy kaip
CD133, CD44, CD166, raiska (Blank et al., 2018). Kloninés evoliucijos modelis siiilo mechanizma,
jog vézys vystosi palaipsniui jgydamas mutacijas, kuriy didzioji dalis yra tik Salutinés mutacijos,
nesukeliancios ryskiy poky¢iy, taciau taip pat jgydamas ir esmines mutacijas, kurios suteikia vienoms
lasteléms selektyvy prana$uma pries kitas (McGranahan & Swanton, 2015). Siuos modelius galima
sujungti darant prielaida, jog véZio kamieninés lgstelés néra statiskos, taciau taip pat evoliucionuoja
igydamos selektyvy pranasumg suteikianc¢ias mutacijas ir asimetrinio dalijimosi biidu generuoja

didelj véziniy lIgsteliy klony skai¢iy (Kreso & Dick, 2014) (1 pav.).
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1 pav. Sujungtas kloninés evoliucijos ir kamieniniy Igsteliy modelis. VirSutinéje dalyje pavaizduota kloniné
evoliucija lasteléms jgyjant palankias mutacijas, atsirandant skirtingy klony populiacijoms navike. Apatinéje dalyje
vaizduojama, jog kamieninés lastelés taip pat gali jgyti palankias mutacijas ir asimetrinio dalijimosi btidu generuoti
skirtingy klony populiacijas. Paveikslas adaptuotas pagal Kreso ir Dick (Kreso ir Dick, 2014).

Sottoriva et al. pasitilytas didziojo sprogimo modelis teigia, jog jau ankstyvasis navikas turi jgijes
pagrindines mutacijas, reikalingas tolimesniam vystymuisi (Sottoriva et al., 2015). Prie naviko

heterogeniskumo prisideda ir negenetiniai veiksniai - naviko mikroaplinka, nekoduojanciosios RNR
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bei epigenetinés modifikacijos, tokios kaip DNR metilinimas, histony modifikacijos (Kreso & Dick,
2014). Taip pat buvo nustatyta, jog net genetiskai identiskos storosios zarnos vézio lastelés skiriasi

savo jautrumu prie§véziniams vaistams bei dalijimosi greic¢iu (Kreso et al., 2013).

Atsizvelgiant | storosios zarnos vézio heterogeniSkuma bei jo sukeliamg skirtingg atsaka i
taikoma gydyma, skirtingos mokslininky grupés bandé sugrupuoti storosios zarnos vézius | kelis
potipius pagal jy geny raiSkos profilius (Budinska et al., 2013; Marisa et al., 2013; Medico et al.,
2015; Roepman et al., 2014; Sadanandam, Lyssiotis, Homicsko, Collisson, Gibb, Wullschleger,
Ostos, et al., 2013). Guinney et al. susistemino S$iy nepriklausomy mokslininky grupiy pasiiilytas
storosios zarnos vézio klasifikacijos sistemas ir iSvedé keturis sutartinius molekulinius storosios

zarnos vézio subtipus (Guinney et al., 2015).
1.2.1 Tiriamyjy SZV lgsteliy linijy charakteristikos

SZV tyrimams in Vvitro yra i§vesta vir$ 150 lasteliy linijy (Chisanga et al., 2015), kurios skiriasi
savo Klinikine stadija, morfologija, diferenciacijos pavirSiaus Zymeny raiska bei atspindi genetinj
SZV heterogeniskuma (Christensen et al., 2012). Siame tyrime pasirinktos astuonios skirtingos SZV
lasteliy linijos: COLO320, DLD1, HCT116, HT29, LoVo, LS1034, NCI-H508 ir SW620 (1 lentel¢).

L.S1034 lIasteliy linija buvo iSvesta i§ aklosios zarnos adenokarcinomos, likusi dauguma tyrime
naudoty lgsteliy — 1§ kolorektalinés adenokarcinomos. HT29, LoVo, LS1034, SW620 linijos gautos
1§ C stadijos pagal Dukes‘o skale naviky, HCT116 — i§ D stadijos, likusiy linijy naviky stadijos
nenustatytos. DLD1, HCT116 ir LoVo lasteliy linijos pasizymi mikrosatelitiniy seky nestabilumu.
Visos lgsteliy linijos pasiZymi bent viena mutacija svarbiuose navika slopinanc¢iuose genuose (TP53,
PTEN) arba onkogenuose (KRAS, BRAF, PIK3CA) — tai rodo, jog tiriamy lgsteliy linijy genomas
nestabilus, tinkamai neveikia DNR pazaidy taisymo mechanizmai. DLD1, HCT116 ir HT29 lasteliy

linijoms budingas aukstas CpG saly metilinimo lygis.

Tiriamos SZV lasteliy linijos taip pat buvo sugrupuotos pagal skirtingas nepriklausomy
mokslininky grupiy pasiilytas klasifikacijos sistemas, sudarytas remiantis SZV lasteliy geny raiskos
profiliais (2 lentel¢). Pagal Marisa et al., COLO320, DLD1, HCT116 ir SW620 Iasteliy linijos
priskiriamos kamieniskam fenotipui, HT29, LS1034 ir NCI-H508 biidingas chromosominis
nestabilumas bei slopinamas prieSvéZinis imuninis atsakas, o LoVo lasteliy linijai biidinga sutrikusi

DNR baziy neatitikimo reparacijos sistemos veikla.
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1 lentelé. Tiriamyjy lasteliy linijy COLO320, DLD1, HCT116, HT29, LoVo, LS1034, NCI-H508 ir SW620

charakteristiky apzvalga. Pateikiama lasteliy kilmé, pagrindinés jas apibiidinancios genetinés charakteristikos. MSS —

mikrosatelitiniy seky stabilumas, CSMP — CpG saly metilinimo profilis, wt — laukinis tipas.

Lasteliy
linija

Kilmé
(Ahmed et al.
2013)

Mikrosateli-

tiniy seky

stabilumas

(Ghandi et
al. 2019)

Mutacijos kritiniuose SZV vézio genuose

(Berg et al. 2017)

TPS3

KRAS

BRAF

PIK3CA

PTEN

COLO320

55 m. moteris,
kolorektaliné
adenocarcinoma

Stabilus

p.R248W

wt

wt

wit

DLD1

vyras,
kolorektaliné
adenokarcinoma

Nestabilus

p.S241F

p.G13D

wit

p.E545K

p.D549N

wit

HCT116

48 m. vyras,
kolorektaliné
adenocarcinoma,
Dukes’o D

Nestabilus

wit

p.G13D

wit

p.H1047R

wt

HT29

44 m. moteris,
kolorektaliné
adenocarcinoma,
Dukes’o C

Stabilus

p.R273H

wit

p.V600E
p.T119S

wt

wt

LoVo

56 m. vyras,
kolorektaliné
adenocarcinoma,
Dukes’o C

Nestabilus

wit

p.G13D
p.V14A

wit

wt

wt

LS1034

54 m. vyras,
aklosios Zarnos
carcinoma,
Dukes’o C

Stabilus

p.G245S

p.AL46T

wit

wit

wt

NCI-
H508

55 m. vyras,
kolorektaliné
adenocarcinoma

Stabilus

p.R273H

wit

p.G596R

p.E545K

wit

SW620

51 m. vyras,
kolorektaliné
adenocarcinoma,
Dukes’o C

Stabilus

p.R273H
p.P309S

p.G12Vv

wit

wit
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2 lentelé. Tiriamyjy lasteliy linijy suskirstymas pagal keliy skirtingy mokslininky grupiy sitilomas klasifikacijos sistemas,
paremtas naviky geny rai$kos profiliais. BNR — baziy neatitikimo reparacija, CMS — sutartinis molekulinis subtipas (ang.

Consensus Molecular Subtype), CN — chromosominis nestabilumas.

Lasteliu liniia Potipis Potipis Potipis
4 il (Marisa et al 2013) (Sadanadam et al. 2015) (Guinney et al. 2015)

COL0O320 Kamieniskas Kamieniskas Kita

DLD1 Kamieniskas Tarpinis Kita

HCT116 Kamieniskas Kamieniskas CM34
CN, . :

HT29 . . . Stulpelinés dalies CMS3
imuniteto slopinimas

LoVo Sutrikusi BNR veikla Uzdegiminis CMS1

LS1034 .CN’ . - Tarpinis CMS2
imuniteto slopinimas
CN, -

NCI-H508 . . - Tarpinis CMS2
imuniteto slopinimas

SW620 CN, Kamienisk. CMS4
Whnt aktyvacija amienisias

Sadanadam et al. klasifikacijos sistema, labiau atsizvelgianti j Iasteliy lokalizacijg kriptoje,
kamieniSkam tipui priskyrée COLO320, HCT116 ir SW620 lasteliy linijas, DLD1, LS1034 ir NCI-
H508 buvo priskirtos tarpiniam fenotipui, HT29 ir LoVo Igsteliy linijos atitinkamai buvo priskirtos
stulpelinés dalies ir uzdegiminiam fenotipams. Siy nepriklausomy tyréjy klasifikacijos sistemas
apjungé Guinney et al., sitilydami SZV klasifikacijg j 4 sutartinius molekulinius subtipus: CMS1
potipiui priklausantys navikai pasizymi mikrosateliniy seky nestabilumu bei imunine aktyvacija,
CMS2 — epitelinémis savybémis, aktyvuotais WNT ir MYC signalo perdavimo keliais, CMS3
priklauso KRAS mutacijas turintys navikai su aktyvuotais metabolizmo keliais bei CMS4, kuris
pasiZymi mezenchiminémis savybémis, auksta stromos inflitracija, TGF-f ir VEGFR aktyvacija, be
to, yra siejamas su prasCiausia klinikine prognoze (Guinney et al., 2015). Pagal Sig klasifikacija
HCT116 ir SW620 linijos priskiriamos CMS4; HT29 — CMS3; LS1034 ir NCI-H508 — CMS2; LoVo
— CMSI1 grupéms; COLO320 ir DLD1 statistiskai patikimai negali biiti priskirtos konkreciai CMS

grupei. Sugrupavus tiriamas linijas pagal kelias literatiiroje sitilomas klasifikacijos sistemas matoma,
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jog lasteliy linijos — heterogeniSkos ir pasizymi skirtingais fenotipais. Pagal visas klasifikacijos
sistemas HCT116 ir SW620 lasteliy linijos priskiriamos kamieniskumo savybémis pasizyminc¢ioms

grupéms.
1.2.2 Storosios zarnos vézio kamieninés lastelés

SZV lastelés pasizymi Siomis bendromis visoms vézinéms kamieninéms lasteléms savybéms:
saves atsinaujinimu, daugiakrypciu diferenciacijos potencialu, anomaliu proliferacijos signaly (Wnt,
Notch, Hedgehog) aktyvinimu, auk$tu geb¢jimu inicijuoti naviko susidaryma, atsparumu vaistams
bei radiacijai taip pat ir normaliy kamieniniy Igsteliy savybémis, tokiomis kaip neribotas dalijimosi
potencialas, telomeraziy aktyvumas bei nuo organo lokalizacijos priklausoma diferenciacija (Y. Zhou
et al., 2018). Zmogaus SZV kamieninés lastelés pirma karta buvo isskirtos pagal CD133 pavirsiaus
Zymenj ir buvo pademonstruotas jy gebéjimas inicijuoti navikus imunodeficitinése pelése (Ricci-
Vitiani et al., 2007). Sveika storoji zarna yra sudaryta i§ skirtingos diferenciacijos, turin¢iy specifines
funkecijas epiteliniy lasteliy, sudarancias rauksléta pavirsiy. Tarpai tarp rauksliy vadinami kriptomis,
kuriy pagrinda sudaro kamieninés bei dalinai diferencijuotos lastelés, pasiZzymincios auksSta Wnt
signalo perdavimo kelio aktyvacija (Munro et al.,, 2018). Pademonstruota, jog iStyrus 44
kamieniskumu pasizyminéius navikus, 98% jy kilmé buvo susijusi su kripta (Sadanandam et al.,
2013) (2 pav.). Sitlomos dvi teorijos, kaip atsiranda kamieninés SZV lastelés: pagal viena i§ juy
sveikos kamieninés lgstelés jgyja onkogenines mutacijas ir pradeda nekontroliuojama proliferacija,
pagal kitag — vézinés lastelés dediferencijuoja j kamieniSkumu pasizymincias lasteles (Munro et al.,
2018).

Kriptos virsus

2 pav. Pagal Sadanadam sudaryti SZV lasteliy pogrupiai pagal savo
transkripcijos profilius bei lokalizacijg kriptoje. Nuo kriptos virSaus ]
apaCig gradientiSkai didéja Wnt signalo kelio aktyvinimas. Adaptuota
pagal Medico (Medico et al., 2015).

Lasteliy Pogrupiai’.
- Enterocitai
@ uidegiminis
@& stulpelinis
. Tarpinis
' Kamieninis

Kriptos apacia
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Vienas i§ budy, kaip vézinés lgstelés gali jgyti kamieniSkumo savybes, yra epiteliné-
mezenchiminé transformacija (EMT) — jai jvykus lastelés tampa invazyvesnés, lengviau migruoja,
geba inicijuoti naujy audiniy susidaryma, o tai yra siejama su kamieniSkumo savybémis. Uz EMT
atsakingi transkripcijos faktoriai sukelia véziniy epiteliniy lgsteliy dediferenciacija, tuo paciu VKL
pasizymi auksStesne mezenchiminiy zymeny raiSka — tai rodo, jog Iasteliy kamieniskumas ir EMT yra

glaudziai susije (H. Wang & Unternaehrer, 2019).
1.2.3 Storosios zarnos vézio kamieniniy lgsteliy Zymenys
Svarbiausi SZV kamieniniy lasteliy molekuliniai Zzymenys:

CD133 (promininas-1) — transmembraninis glikoproteinas, kurio raiska pasizymi
hematopoetinés, endotelio ir neuroepitelio lastelés (Y. Zhou et al., 2018). Sis baltymas svarbus
lastelés morfologijai bei prisideda prie membranos pralaidumo chlorido jonams (Hori et al. 2019).
Viename tyrime buvo pademonstruota, kad CD133" Igstelés iskiria citoking IL-4 ir taip iSvengia
chemoterapinio gydymo sukeliamos apoptozés — tai patvirtino stebéjimas, jog IL-4 receptoriaus
blokavimas specifiniais antiklinais stipriai padidino CD133" lasteliy jautruma chemoterapijai

(Todaro et al., 2007).

CDA44 — tai hialurono rtigsties receptorius, transmembraninis baltymas kuris reguliuoja lasteliy
adhezija, tarplastelines sgveikas bei migracijg (Y. Zhou et al., 2018). CD44 transkripcija bent i§ dalies
priklauso nuo Wnt signalo aktyvacijos, jo raiSka vyksta ankstyvoje adenomos transformacijos i

karcinomag stadijoje (Munro et al., 2018).

OCT 3/4 — turi reik§més embriogenezéje, kamieniniy lasteliy priezitiroje, naviko augimui bei
metastazavimui (Munro et al., 2018). Sio Zymens raiska taip pat stebima lastelése vykstant epitelinei

— mezenchiminei transformacijai (Dai et al., 2013).

SOX2 — su DNR saveikaujantis transkripcijos faktorius, dalyvaujantis homeostazéje, palaikant
nediferencijuotg Iasteliy blisena, regeneracijoje. Taip pat pademonstruota, jog SOX2 dalyvauja VKL
populiacijos palaikyme SZV (Takeda et al., 2018).

NANOG - vienas pagrindiniy embrioninio vystymosi ir Igstelés perprogramavimo reguliatoriy,
dalyvaujantis ir signalo perdavime atsparumo chemoterapijai vystymosi, EMT, metastazés ir kituose
VKL bidinguose procesuose. Taip pat siejamas su bloga ligos prognoze SZV atvejuose (Jeter et al.,
2015).
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c-Myc — transkripcijos faktorius, regulivojantis lgsteliy augima, Iastelés cikla, metabolizmg ir
iSgyvenimg. Taip pat prisideda ir prie VKL budingo atsparumo chemoterapijai (Elbadawy et al.,
2019).

STAT3 — dalyvauja daugelyje sudétingy procesy, skatinanc¢iy ir palaikan¢iy VKL savybes.
Tiesiogiai saveikauja su daugeliu su VKL siejamy transmembraniniy glikoproteiny (CD44, CD133)
bei dalyvauja signalo perdavime, susijusiame su EMT, kuris yra laikomas vienu i§ VKL susidarymo

mechanizmy (Galoczova et al., 2018).
1.2.4 Epiteliné-mezenchiminé transformacija

Epiteliné-mezenchiminé transformacija (EMT) yra procesas, kurio metu epitelinés Igstelés jgyja
mezenchiminj fenotipa (3 pav.). Pagal fiziologinj audinio konteksta EMT skirstoma j tris tipus:
embrioninio vystymosi/organy formavimosi, zaizdy gijimo/organy fibrozés ir vézio progresavimo
(Thiery et al., 2009). Vykstant EMT nutraukiamos naviko lasteliy glaudziosios jungtys, iSnyksta
apikalinis — bazalinis poliariSkumas, persitvarko lastelés citoskeletas — tai padeda iSsivystyti
invazi$kam lasteliy fenotipui (Vu & Datta, 2017). EMT procese dalyvaujantys veiksniai i§skiriami j
tris grupes: efektorinés molekulés, kurios vykdo EMT programa, EMT reguliatoriai (transkripcijos
veiksniai) ir EMT induktoriai, kurie jg inicijuoja (Tsai & Yang, 2013).

-

Bazaliné
membrana L& & N
Epitelinés EMT Mezer.lchiminés Invazi$ka karcinoma
lastelés lastelés
/ \ Naviko

metastazé
B8 Glaudziosios jungtys
7 Plydinés jungtys Naviko invazija

#\ Saaugos jungtys

. E-kadherinas

| Nadherinas = = ==

- i _— — D
W

3 pav. Epitelinés—mezenchiminés transformacijos modelis, kuriam budingas epiteliniy lasteliy poliskumo,
tarplasteliniy jung€iy praradimas jas paverCiant mezenchiminémis lastelémis, kurioms budingas judrumas ir
invazi§kumas. Paveikslélis adaptuotas pagal Li (Li et al., 2018).

EMT charakterizuojama sumazgjusia epiteliniy 1gsteliy jungtis sudaranciy baltymy raiska (E —

kadherinas, klaudinai, okludinai) ir, prieSingai, padidéjusia baltymy, skatinan¢iy mezenchiming

18



adhezija, raiSka (vimentinas, fibronektinas ir N - kadherinas) (Vu & Datta, 2017). Svarbiausias i$ $iy
efektoriniy baltymy laikomas E-kadherinas, kurio raiSkos praradimas yra siejamas su bloga ligos
prognoze treCios stadijos storosios zarnos vézyje (Yun et al., 2014). Isskiriamos trys pagrindinés

grupés EMT aktyvuojanciy transkripcijos faktoriy:

SNAIL — tai cinko pirsty fragmenta turinciy TF Seima, kurie skatina EMT pirmiausia slopindami
E-kadhering jungdamiesi prie jo geno promotoriaus ir taip pritraukdami histony deacetilazes,
demetilazes ir kitus baltymus (Vu & Datta, 2017). SNAIL Secimos baltymai taip pat aktyvina
mezenchiminiam fenotipui biitiny baltymy (fibronektino, N-kadherino) raiska bei gali saveikauti su

B-kateninu ir taip aktyvinti Wnt signalo perdavimo kelig (Stemmer et al., 2008).

TWIST — turi spiralés-kilpos-spiralés motyva ir dalyvauja jvairiuose lgstelés diferenciacijos ir
vystymosi procesuose. EMT dalyvauja TWISTL ir TWIST2 baltymai, kurie represuoja E-kadhering
bei skatina fibronektino, N-kadherino raiska (Yang et al., 2004). Siy baltymy raiska storosios Zarnos
navikuose pagrinde pasizymi stromos lgstelés, ir $i raiSka siejama su labiau paZengusiomis

limfmazgiy metastazémis bei blogesniu pacienty i§gyvenamumu (Vu & Datta, 2017).

ZEB — EMT dalyvauja du Sios TF Seimos atstovai — ZEB1 ir ZEB2, kurie prijungia reguliacines
sekas, vadinamas E-dézutémis taip dalyvaudami kity baltymy, tokiy kaip SMAD, raiskos
reguliacijoje (Vu & Datta, 2017). Pademonstruota, jog ZEB2 geno nutildymas miRNR sumazino

storosios zarnos vézio lasteliy migracijg bei invaziskumg (Kahlert et al., 2011).
Svarbiausi EMT indukuojantys signalo perdavimo keliai:

WNT / B-katenino — Wnt signalo kelias reguliuoja keleta biologiniy procesy, tokiy kaip Iasteliy
proliferacija, diferenciacija, organy formavimasis, audiniy regeneracija ir naviko susidarymas (Jung
& Park, 2020). SZV pasizymi aukstu APC mutacijy skai¢iumi (~70% visy atvejy) — $is baltymas
formuoja pB-katenino degradacijos kompleksg ir taip mazina Wnt kelio aktyvacija, dél Sios prieZasteis
SZV pasizymi Wnt kelio hiperaktyvacija (Jung & Park, 2020).

TGF-B — Sis kelias yra iSsiderings daugelyje susirgimy, jskaitant ir onkologinius. Sveikose
lastelése ir ankstyvosiose veézio stadijose Sis kelias pasizymi navikg slopinan¢iu poveikiu,
dalyvaudamas apoptozéje ir lastelés ciklo areSte, taCiau vélesniyjy stadijy onkologiniuose
susirgimuose §is signalo kelias skatina naviko augima, metastazavimg ir atsparuma chemoterapijai.
Aukstas Sio kelio aktyvumas siejamas su blogesne ligos prognoze (Colak & ten Dijke, 2017). Vézinés

lastelés iSvengia citotoksinio poveikio jgydamos mutacijas svarbius Siame signalo kelyje
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dalyvaujancius baltymus (PI3K, AKT, RAS, MAPK, p53) koduojanciuose genuose. Tokiose
lastelése TGF-B/SMAD kelias pradeda skatinti EMT, invaziSkumg ir metastazavimg indukuodamas
SNAIL ir SLUG, kurie slopina E-kadherino raiska (Moustakas & Heldin, 2016). TGF- pasizymi
imunitetg slopinan¢iu poveikiu prie§ dendritines, NK lgsteles, makrofagus, CD4" ir CD8" T lgsteles
bei skatina diferenciacijg j imunitetg slopinancias reguliacines Treg 13steles (W. Chen & Ten Dijke,
2016).

1.2.5 KamieniSkuma slopinanc¢iy junginiy — SB-431542 ir salinomicino — veikimo mechanizmas

Pazengusiy stadijy navikai pasizymi per auksSta TGF-f raiska, kuri veikia véziniy lasteliy savybes
ir sukuria mikroaplinka, palankig naviko metastazavimui (Xie et al., 2018). TGF-p signalo kelias
perduodamas ligandui prisijungus prie TGF-p receptoriy, kurie dimerizuojasi ir fosforilina savo
specifinius receptorius (ALK — activin receptor like kinase) taip aktyvuodami bendrus kanoninius ir
nekanoninius signalo perdavimo kelius (Staudacher et al., 2017). Mazamolekulinis junginys SB-
431542 yra selektyvus ir stiprus ALK4, ALKS5 ir ALK7 konkurencinis slopiklis (Cui et al., 2019).
Pademonstruota, jog $is slopiklis geba sumazinti su véZio kamieninémis lgstelémis siejamg CD133*
lasteliy populiacijg kasos vézio modelyje (Lonardo et al., 2011). Kepeny véZzio modelyje §is junginys
sumazino Smad baltymy aktyvacija reikalinga vézio kamieniniy lasteliy atsinaujinimui, taip pat

sumazino su kamieniskumu siejamy zymeny CD133, NANOG, Oct4, Sox2 raiska (Xia et al., 2017).

Salinomicinas yra monokarboksilinis polieterinis antibiotikas, kuris, kaip buvo pademonstruota,
pasiZzymi selektyviomis slopinan¢iomis savybémis prie§ keliy skirtingy audiniy vézio (kriities vézio,
leukemijos, storosios Zarnos vézio) kamienines lIgsteles (J. Zhou et al., 2019). Taip pat kiausidziy
veézio modelyje buvo pademonstruota, jog salinomicinas, veikiant kartu su paklitakseliu, sumazino
su kamieniSkumu siejamy zymeny, tokiy kaip SOX2 ir OCT3/4 raiska, bei skatino kamieniniy Iasteliy
apoptoze (Lee et al., 2017). Pademonstruota, jog salinomicinas buvo citotoksiskas CD44* ESA* SZV
lasteliy populiacijai, indukuodamas tokiy Iasteliy apoptoze, be to peliy modelyje Sis vaistas slopino
naviko augima i$ minéty lasteliy populiacijos ir slopino Twist1 baltymo raiska (C. Zhang et al., 2015).

Tikslus $io slopiklio veikimo mechanizmas néra iki galo paaiskintas.

1.3 Naviko mikroaplinka

Naviko mikroaplinka — tai normalios lastelés, molekulés bei kraujagyslés, apsupancios navika ir
sgveikaujancios su vézinémis lgstelémis (NCI Dictionary of Cancer Terms). Naviko mikroaplinkoje
esancios stromos lgstelés padeda naviko lasteléms jgyti bei palaikyti Hanahan ir Weinberg i$skirtas

pagrindes véziniy lasteliy charakteristikas skatindamos uzlastelinés erdveés persitvarkyma, lasteliy
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migracijg, neoangiogeneze bei padeda apsaugoti nuo prieSvézinio imuninio atsako iSskirdamos
jvairius augimo faktorius, chemokinus bei citokinus (Hanahan & Coussens, 2012). Su naviku
susijusios stromos Igstelés kyla 1§ SeSiy skirtingy lasteliy tipy: fibroblasty, pericity, kauly Ciulpy
mezenchiminiy lgsteliy, adipocity, endotelio Igsteliy bei véziniy Igsteliy (Bussard et al., 2016).

Fibroblastai — normaliomis sglygomis fibroblastai yra pagrindiniai tarplgstelinio uzpildo
gamintojai, taip pat atlicka esminj vaidmen;j audiniy atnaujinime, pazaidy taisyme (gamindami TGF-
B), gali skatinti angiogenez¢ (gamindami VEGFA) bei koordinuoja imuninés sistemos darba
iSskirdami jvairius citokinus bei chemokinus (Sahai et al., 2020). Su naviku susije¢ fibroblastai atlicka
skirtingas funkcijas, kurios padeda naviko augimui: efektyviai dalyvauja uzlgstelinio matrikso
pertvarkyme modifikuojant integrino palaikoma adhezijg bei aktomiozino citoskeletg (Hooper et al.,
2010), taip pat prisideda prie didesnio naviko audinio tvirtumo (Nguyen et al., 2019), i$skiria augimo
faktorius bei kitus citokinus, tokius kaip TGF-B, HGF, VEGF, IL-6, kurie taip pat gali slopinti
imuninj atsaka (Sahai et al., 2020).

Pericitai ir endotelio lastelés — naviko angiogeneze vadinamas procesas, kurio metu susidaro j ir
i$ naviko iSeinancios naujos kraujagyslés, biitinos naviko augimui, nes tiekia deguonj, maisto
medziagas, pasalina metabolizmo produktus bei suteikia galimybe susidaryti metastazéms (Hida et
al., 2018). Siy kraujagysliy vidy sudaro endotelio Igstelés ir pericitai, kurie apsupa kraujagysles i3
iSorés ir dalyvauja jy susitraukime ir atsipalaidavime. Pericitai iSskiria VEGF, kuris skatina endotelio

lasteliy i8likimag ir apsaugo jas nuo angiogeneze slopinanciy vaisty poveikio (Meng et al., 2015).

Mezenchiminés stromos lgstelés — tai nesubrendusios stromos Igstelés, esancios jvairiuose
organuose ir galin¢ios diferencijuotis | jvairius kitus lasteliy tipus, tokius kaip chondrocitai,
osteoblastai, adipocitai, endotelio lastelés ir miocitai (Phinney & Sensebe, 2013). Sios lastelés
dalyvauja naviko vystymesi skatindamos piktybines mutacijas, angiogeneze, metastaziy
formavimasi, prisideda prie atsparumo prieSvéziniams vaistams bei palaiko vézio kamieniniy lgsteliy

populiacijg bei palaiko jy kamieniskumo savybes (Herve et al., 2017).

Adipocitai — buvo pademonstruota, jog susije su naviku adipocitai i$skiria faktorius, kurie
dalyvauja uZlgstelinio uzpildo pertvarkyme, skatina véziniy lgsteliy islikimg ir invazyvumga beli

indukuoja EMT (Xiong et al., 2015).
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1.3.1 Uzdegimas naviko mikroaplinkoje

Hanahan ir Weinberg naviko mikroaplinkai btuidingg uzdegima apibiidino kaip vieng i§ naviko
vystymasi jgalinanc¢iy veiksniy, kuris prisideda prie genominio nestabilumo, epigenetiniy
modifikacijy, véziniy lasteliy proliferacijos skatinimo, apoptozeés slopinimo bei véziniy lgsteliy
atsiskyrimo nuo pirminio naviko (Hanahan & Weinberg, 2011). Uzdegimas geriausiai zinomas kaip
esminis procesas padedantis organizmui jveikti patogenus, taciau §is procesas taip pat labai svarbus
audiniy pazaidy taisymui, regeneracijai bei pertvarkymui ir audiniy homeostazés palaikymui
(Medzhitov, 2008). Atlikus daug tyrimy prieita prie iSvados, jog imuniné sistema atlieka tiek
slopinancia, tiek aktyvinancig funkcija visose tumorigenezés stadijose (Greten & Grivennikov,
2019). Efektyviam prie$véziniam imuniniam atsakui susidaryti reikalingi keli etapai, vadinami vézio-
imuniteto ciklu: pirmiausia onkogenezés neoantigenai yra atpazjstami ir apdorojami dendritiniy
lasteliy (efektyviai aktyvacijai reikalingi uzdegiminiai signalai i§ citokiny bei ziistanciy véziniy
lasteliy). Toliau dendritinés lastelés ant MHC kompleksy pateikia antigenus naviesiems T
limfocitams limfmazgiuse. T limfocitai aktyvuojasi ir migruoja j navika, kur, atpazinusios antigeng
ant véziniy lgsteliy, pastargsias nuzudo (D. S. Chen & Mellman, 2013). Ankstyvosiose vézio stadijose
citotoksinés imuninés lgstelés (NK ir CD8) atpazjsta imunogeniSkas vézines lgsteles ir taip
selektyviai atrenka imunitetui nepastebimy veéziniy lasteliy populiacija tolimesnei proliferacijai

(Teng et al., 2015). Pagrindiniai naviko mikroaplinkoje aptinkami imuniniy Iasteliy tipai:

Makrofagai — tai jgimtojo imuniteto lgstelés, kurios po ekstravazacijos j audinius diferencijuojasi
i§ kraujotakoje cirkuliuojan¢iy monocity ir yra prisitaikiusios aptikti bei reaguoti j infekcijas, audiniy
pazeidimus, dalyvauja audiniy pazaidy taisyme bei homeostazés uztikrinime (Lavin et al., 2015).
Makrofagai yra viena i§ gausiausiy navikg infiltruojan¢iy imuniniy lasteliy grupiy ir dalyvauja visose
naviko vystymosi stadijose, didesnis jy kiekis naviko mikroaplinkoje paprastai koreliuoja su blogesne

ligos eiga bei trumpesniu isgyvenamumu (Noy & Pollard, 2014).

Neutrofilai — tai vienos i§ ankstyviausiai pritraukiamy j pazeista audinj lasteliy, kurios atlicka
patogeny paSalinimo, uzdegimo moduliavimo funkcijas vykdydami fagocitoze, iSskirdami
antibakterinius baltymus, i$skleisdami neutrofilinius uZzlgstelinius tinklus bei vykdydami proteaziy
turin¢iy granuliy egzocitoze (Kolaczkowska & Kubes, 2013). Su naviku susij¢ neutrofilai pasizymi
funkciniu heterogeniSkumu — storosios zarnos vézio atveju neutrofilai, pasizymintys auksta CD66"

raiSka sustiprina CD8" T lgsteliy gebéjimg zudyti véZines lgsteles, tadiau taip pat pastebéta, kad IL-
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17 jautriis neutrofilai skatina naviko augima, skatina angiogeneze¢ iSskirdami MMP9 ir VEGF

(Gonzalez et al., 2018).

NK lIgstelés — tai jgimtojo imuniteto Igstelés, pasizymincios stipriu citoliziniu aktyvumu pries
infekuotas arba transformuotas lasteles bei ant pavirSiaus turin¢ios didelg jvairove slopinanciy ir
aktyvinanciy receptoriy, kurios uztikrina tokiy lgsteliy atpazinimg (Cerwenka & Lanier, 2016). NK
lasteliy infiltracija storosios zarnos bei skrandzio véZiuose koreliuoja su geresne ligos prognoze — tai
susije su NK Igsteliy gebéjimu aptikti nenormalios Igsteliy proliferacijos, DNR pazaidy, RAS signalo
kelio aktyvacijos iSskiriamus ligandus, kuriuos atpazjsta aktyvuojantis NKG2D receptorius

(Gonzalez et al., 2018).

Dendritinés lgstelés — tai specializuotos antigenus MHC molekuliy pagalba T lasteléms
pateikiancios lastelés, naviko kontekste atliekanCios esminj vaidmenj aktyvuodamos jgytaji
imuniteta. Buvo pademonstruota, jog storosios Zarnos vézio modelyje naviko lgstelés iSskiria
prostaglanding E2 ir taip trukdo nuo NK lasteliy priklausomu mechanizmu pritraukti dendritines

lgsteles j naviko mikroaplinka (Bdéttcher et al., 2018).

T limfocitai — tai jgytojo imuniteto komponentai, kurie priklausomai nuo imunologiniy salygy
gali veikti tiek skatindami uzdegima tiek ji slopindami (Speiser et al., 2016). Tai antra pagal paplitima
navikuose lasteliy riiSis po makrofagy ir auksto lygio T Igsteliy infiltracija yra siejama su geresne
ligos prognoze (Gonzalez et al., 2018). Pagrindinés efektorinés priesvézinio imuninio atsako lastelés
yra CD8" T limfocitai, kurie atpaZine ant dendritiniy lasteliy pateiktg antigeng, diferencijuoja j
citotoksinius T limfocitus. Citotoksiniai T limfocitai, i$skirdami perforino ir granzimo turin¢ias
granules, zudo vézines lgsteles, 0 §j poveikj stiprina CD4" lgstelés, iSskiriancios uzdegiminius

citokinus, tokius kaip 1L-2, TNF-a ir IFN-y (Gonzalez et al., 2018).

B limfocitai — po aktyvacijos limfiniy organy gemaliniuose centruose, B lastelés pasizymincios
aukSto afiniSkumo antikiiny raiSka diferencijuoja j plazmos lasteles, kurios uztikrina humoralinio
imuniteto veikima (De Silva & Klein, 2015). Keli tyrimai demonstruoja, jog B limfocitai prisideda
prie naviko augimo skatinimo slopindamos imuniteta per 1L-10, TGF-f gamyba, skatina véziniy
lasteliy proliferacija iSskirdamos IL-35 ir stimuliuoja angiogeneze bei chroniska uzdegima

i$skirdamos imunoglobulinus j naviko mikroaplinka (Gonzalez et al., 2018).
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1.3.2 Makrofagai naviko mikroaplinkoje

Besivystancio naviko mikroaplinka sudaryta i$ besidalijanc¢iy ir ztstanciy lagsteliy, jai biidinga
zema deguonies koncentracija, rugstinis pH — Sios sglygos inicijuoja uzdegimine reakcija, kuri yra
panasi | paprasta audinio pazeidima (Ostuni et al., 2015). Bandydami atstatyti tokio nenormalaus
audinio homeostaze, su naviku susij¢ makrofagai pasitelkia audiniy pazeidimy gijimo mechanizmus,
tokius kaip naujy kraujagysliy susidarymo skatinimas, Igsteliy lickany pasalinimas, trofiniy signaly
generavimas, audiniy pertvarkymas bei imuniteto slopinimas (Noy & Pollard, 2014). Pagal skirtingas
funkcines ypatybes bei priklausomai nuo mikroaplinkos generuojamy signaly makrofagai skirstomi
1 dvi grupes: klasikiniu biidu aktyvuoti M1 (biidingi Zymenys: CD11c, CD68, CD69, CD80, CD86,
CD195, CD197, CD274, HLA-DR) tipo makrofagai bei alternatyviai aktyvuoti M2 (budingi
zymenys: CD163, CD206) makrofagai (Gordon et al., 2014) (4 pav.). Makrofagus | M1 tipa

MONOCITAS

M-CSF

IL-4, IL-13, IL10 GM-CSF
Kortikosteroidai LPS, IFNg
PGE, VitD3

; \Bakterijq produktai

IL-1ra IL-1
IL-1RII TNF
IL-10 IL-12
CCL17 CXCLS
ccL18 o —| cxcL1o
CCL22 CXCL11
Poliaminai RNI
Manozés R ROI

M2 MAKROFAGAS M1 MAKROFAGAS L

| l

UZPILDO PERTVARKYMAS

AUDINIU TAISYMAS BAKTERICIDINIS AKTYVUMAS

UZDEGIMINIAI CITOKINAI

ANGIOGENEZE
LASTELIU LIEKANU RINKIMAS IMUNITETO AKTYVINIMAS
NAVIKO SKATINIMAS | | NAviKo sLoPINIMAS |

4 pav. Monocity diferenciacijos keliai j klasikiniu biidu aktyvuotus, naviko augima slopinan¢ius M1 tipo makrofagus
ir j alternatyviai aktyvuotus, naviko augimg skatinancius M2 tipo makrofagus. Adaptuota pagal Quatromoni (Quatromoni
& Eruslanov, 2012).

poliarizuoja mikrobiniai stimulai, tokie kaip lipopolisacharidas (LPS), ir Thl citokinai, tokie kaip
IFN-y (Ruffell et al., 2012). M1 tipo makrofagai dalyvauja uzdegiminiuose, mikrobicidiniuose ir
prie§véziniuose procesuose. Sia funkcija uZtikrina kelios M1 makrofagy savybés: gebéjimas

pristatyti antigenus, auksta IL-6, 1L-12 ir IL-23 gamyba, toksiSky metabolity, tokiy kaip aktyviy
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deguonies ir azoto oksidy, sintezé, uzpildo metaloproteazés MMP12 raiska (Cheng et al., 2019). |
M2 tipa makrofagus poliarizuoja Th2 citokinai, tokie kaip IL-4 ir IL-13 ir $io tipo makrofagai
dalyvauja prieSuzdegiminiuose, audiniy taisymo ir pertvarkymo, naviko augimg skatinan¢iuose bei

imunoreguliaciniuose procesuose (Cheng et al., 2019).

Sutariama, jog su naviku susij¢ makrofagai ankstyvosiose stadijose demonstruoja M1 makrofagy
savybes, taCiau vélesnése stadijose tampa panaSis j M2 tipo makrofagus, kurie skatina naviko
augima, tarplastelinio uZpildo pertvarkyma bei iSskiria prieSuzdegiminius citokinus. Taip pat
iSskirdami chemokinus, Sie makrofagai geba j navika pritraukti cirkuliuojan¢ius monocitus ir juos
poliarizuoti § M2 fenotipg per IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 ir TGF-B (J. Wang et al., 2019). Kraties vézio
modelyje pademonstruotas teigiamas grjZtamasis rySys tarp su naviku susijusiy makrofagy ir EMT
vykdan¢iy veéziniy lasteliy — véziniy lasteliy iSskiriamas GM-CSF aktyvavo makrofagus, kuriy
i§skiriamas CCL18 indukavo véziniy lasteliy EMT (Su et al., 2014). Taip pat pademonstruota, jog su
naviku susijusiy makrofagy augimo terpé (sekretomas) padidino kamienisSkumo savybes kepeny
vézio lastelése per TGF-B1 indukuotg EMT (Q. M. Fan et al., 2014). M2 makrofagy i$skiriamas TGF-
Bl indukavo gliomos lasteliy kamieniSkuma bei migracines savybes per SMAD2/3 signalo
perdavimo kelig (Liu et al., 2018). Krities vézio modelyje pademonstruota, jog svarbaus EMT
transkripcijos faktoriaus SNAIL1 aktyvacija vézZinése Igstelése turéjo jtakos makrofagy poliarizacijai
per GM-CSF, IL-1a, IL-6 ir TNF-a gamybos reguliavimg (Brenot et al., 2018). Vézio kamieninés
lastelés kiausidZiy vézio modelyje gebéjo padidinti M2 makrofagy Zymens CD206 raiSka, taip pat
buvo pademonstruotas teigiamojo griztamojo ry$io mechanizmas, kuriame tokie makrofagai palaiké
véziniy lasteliy kamieniskumg per Wnt signalo kelio aktyvacija (Raghavan et al., 2019). Vézio
kamieniniy Igsteliy jtakg makrofagy poliarizacijai taip pat parode ir glioblastomos kamieniniy lgsteliy
i§skiriamos egzosomos poliarizavo monocitus ] imunitetg slopinantj M2 makrofagy tipa per STAT3
signalo perdavimo kelig (Gabrusiewicz et al., 2018). Minéti eksperimentai rodo, jog véZiniy lasteliy
kamieniskumas bei vykdoma epiteliné-mezenchiminé transformacija gali turéti jtakos makrofagy
poliarizacijai j naviko vystymuisi palankesnj M2 tipa. Nors neseniai in vitro parodytas SZV lasteliy
linijy gebéjimas poliarizuoti makrofagus | M2 tipa (Lian et al., 2019a), §io tyrimo autoriai netyré
skirtumy tarp skirtingo molekulinio subtipo lasteliy linijy, todél klausimas apie SZV kamieniskumo

ir imunomoduliaciniy savybiy rysj iSlieka ne iki galo atsakytas.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Aparatiira ir priemonés

2.1.1 Aparatiira

Tékmés citometras (BD Biosciences LSR 1), laminarinio oro srauto boksas (Labgard NU-440,
Nuaire), CO2 inkubatorius (Autoflow NU-5510, Nuaire), automatinis lgsteliy skai¢iuotuvas (Adam,
Digital Bio), termostatas (Model200, Memmert), Saldoma centrifuga (Rotixa 50RS Hettich), Saldoma
centrifuga (ALC PK 120R), saldoma centrifuga (Mikro22R, Hettich), Eppendorf mégintuvéliy
centrifuga (Centrifuge 5810R, eppendorf), purtyklé (Vortex V1 plus, Biosan), inversinis mikroskopas
(Biolam P-1, Lomo), termocikleris (Eco Real-Time PCR system, lllumina), termocikleris (SensQuest
lab cycler, Norway grants), spektrofotometras (NanoDrop 2000, Thermo Scientific),

chemoliumescencijos detektacijos aparatas C-DiGit (LI-COR).
2.1.2 Kitos priemonés

Automatinés pipetés ir antgaliai, lasteliy auginimo flakonai, 6 Sulinéliy 1ékstelés Iasteliy
auginimui, 96 Sulin¢liy plokstelés, 1,5 ml ,Ependorff tipo mégintuvéliai, citometriniai
meégintuveliai, 15/50 ml konusiniai mégintuveliai, vienkartinés graduotos 5 ir 10 ml pipetés,
vienkartinés Pastero pipetés, ,,AccuChip* plokstelés lasteliy skai¢iavimui aparatu (Adam, Digital
Bio), PGR plokstelés, plévelé PGR plokstelés sandarinimui, jdéklai Sulinéliams lasteliy
kokultyvacijai (SARSTEDT).

2.1.3 Programiné jranga

Tékmeés citometro duomeny rinkimui skirta programa FACS Diva (BD Biosciences), tékmés
citometro duomeny analizei skirta programa FlowJo (Tree Star), kiekybinés PGR rezultaty analizei
skirta programa Eco Study (lllumina), statistiné analizé bei karStyjy tasky Zemélapiai buvo gauti

naudojant R programavimo kalbg programoje RStudio (RStudio Team).

2.2 Medziagos

2.2.1 Reagentai

Su fluorochromais konjuguoti monokloniniai antikiinai (3 lentel¢), dazy rinkinys, skirtas gyvy ir
negyvy lagsteliy skaiCiaus nustatymui (AccuStain Solution T/N), Trizol (Thermo Scientific),

chloroformas (Sigma-Aldrich), kopijinés DNR sintezés rinkinys ,,Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit* (Thermo Scientific), kiekybinés PGR reakcijos misinys ,,Maxima SYBR Green qPCR
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Master Mix (2x), no ROX“ (Thermo Scientific), RayBio Zmogaus citokiny imunobloto gardelé¢ C1000
(RayBio), citokinai IFNy, IL-4 (Thermo Scientific), LPS (R&D systems), SB-431542 (R&D Systems),
salinomicino natrio druska (R&D Systems).

3 lentelé. Darbe naudoti su fluoroforais konjuguoti monokloniniai antiknai

Dazymui
Antiktinas | Fluoroforas | Gamintojas Koncentracija naudotas Zymuo
kiekis

CD44 APC | Miltenyi Biotec | 292l gamintojo 2pl | Kamieniskumo
rekomendacijas

CD133 PE | Miltenyi Biotec | 298l gamintojo 2ul | Kamieniskumo
rekomendacijas

CD206 BVv421 BioLegend 100 pg/ml 1l M2 makrofagy

CD86 FITC EXBIO Pagal gamintojo 3ul | MI makrofagy
rekomendacijas
i BD Pagal gamintojo

CD197 PE-Cy7 Biosciences rekomendacijas Lyl MI makrofagy

CD195 APC _BD Pagal gamintojo 2ul | M1 makrofagy
Biosciences rekomendacijas

CD274 FITC _BD Pagal gamintojo 3ul | M1 makrofagy
Biosciences rekomendacijas
BD Pagal gamintojo

CD8o Vaso Biosciences rekomendacijas 1yl MI makrofagy

CD68 APC BioLegend 25 pg/mi 1l M1 makrofagy
Santa Cruz Pagal gamintojo

CDe9 PE Biotechnology rekomendacijas 2l MI makrofagy
BD Pagal gamintojo

HLA-DR V500 Biosciences rekomendacijas Lul MI makrofagy

BD
CDl1c PE Biosciences 400 pg/ml 2 ul M1 makrofagy
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2.2.2 Tirpalai

PBS — fosfatinis buferis (sudétis: NaCl, NaH2PO4, NaH3) (Lonza), Trypsin/EDTA tirpalas
(Gibco).

2.2.3 Terpés

Darbe buvo naudota mitybiné terpé RPMI (Lonza), papildyta 10% fetalinio verSelio serumu
(Gibco) ir antibiotikais (0,1 mg/ml streptomicino ir 100 pg/ml penicilino) (Gibco).

2.2.4 Genai ir pradmenys

4 lentelé. Darbe tirti genai ir jy padauginimo pradmenys

Genas Koduojamas Tiesioginis pradmuo Atvirkstinis pradmuo Zymuo
baltymas
ACTB | p-aktinas ATGGATGATGATATCGCC ATCTTCTCGCGGTTGGCCTT KO;‘;Z[;HLS
HILA- HLA-D-R-U, CAGGGATCCGCAGAGAATTAC GTCCTGCAGTCACTCACCTCGGC M1
DRA grandiné G
CD274 PD-L1 TGCCGACTACAAGCGAATTACTG| CTGCTTGTICCAGATGACTTCGG M1
STATI STATI1 AACAGAAAAATGCTGGCACC AGAGGTCGTCTCGAGGTCAA M1
IFNG IFNy CCAACGCAAAGCAATACATGA CCTTTTTCGCTTCCCTGTTTTA M1
CD68 CDo68 TGTAAAACGACGGCCAGT CAGGAAACAGCTATGACC M1
L6 IL-6 GTAGCCGCCCCACACAGA CATGTCTCCTTTCTCAGGGCTG M1
IL10 IL-10 TCTCCGAGATGCCTTCAGCAGA | TCAGACAAGGCTTGGCAACCCA M2
MMR MMR CCTCTGGTGAACGGAATGAT AGGCCAGCACCCGTTAAAAT M2
CDli63 CD163 CGAGTTAACGCCAGTAAGG GAACATGTCACGCCAGC M2
ARG1 Argl GGCAAGGTGATGGAAGAAAC AGTCCGAAACAAGCCAAGGT M2
MARCO | MARCO | CTGGTGGTCCAAGTTCTGAATCT TCAGCCGCCAGAGTGTCA M2
CLEC74 | Dektinas TCTTTCCAGCCCTTGTCCTC CCAGTTGCCAGCATTGTCTT M2

2.2.5 Tiriamoji medziaga

Zmogaus SZV lasteliy linijos (COLO320, DLD1, HCT116, HT29, LoVo , LS1034, NCI-H508 ir
SW620) pirktos i§ ATCC (American Type Culture Collection). Makrofagy diferenciacijai naudoti
monocitai i$skirti i§ sveiky kraujo donory trombocity-leukocity sluoksnio (pagal Vilniaus regioninio
biomedicininiy tyrimy etikos komisijos leidimg Nr. 158200-14-720-237).
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2.3 Metodai

2.3.1 Makrofagy isskyrimas, diferenciacija ir poliarizacija

Monocity iSskyrimui ir tolimesnei makrofagy poliarizacijai naudojamas sveiky donory
periferinio kraujo leukocity-trombocity sluoksnis. Pradiné medziaga centrifuguojama 15 min 1200 g
su létu stabdymu. Geltonas plazmos sluoksnis paSalinamas. Baltas lasteliy sluoksnis (PKML —
periferinio kraujo mononukleariniai leukocitai) nusiurbiamas ir du kartus skiedziamas PBS. | atskirus
mégintuveélus jpilama po 10 ml fikolio, ant virSaus $velniai las§inama 10 ml PKML suspensijos.
Meégintuvéliai centrifuguojami 30 min 900 g su létu stabdymu. Po centrifugavimo lastelés
surenkamos ir praplaunamos 4 kartus Saltu PBS, centrifuguojama +4 °C 7 min 250 g su vidutiniu
stabdymu. Lastelés suskai¢iuojamos ir uzséjamos po 3 min PKML j 10 ml RPMI terpés be serumo j
100 mm skersmens Petri 1¢kstele ir paliekamos per naktj prikibti prie augimo pavirSiaus. Kita dieng
nusiurbiama terpé su plaukiojanciais limfocitais. Prikib¢ monocitai atkabinami Trypsin/EDTA
tirpalu, surenkami, perskai¢iuojami tékmés citometru jvertinant monocity dalj surinkty Igsteliy
populiacijoje ir uzséjami j 6 Sulinéliy plokstele (0,5 mln monocity j Sulinélj), uzpilama 2 ml RPMI
terpés su serumu. Veikiant 25 ng/ml M-CSF auginama 6 paras, kuriy metu monocitai diferencijuojasi
1 MO makrofagus. Toliau esant poreikiui 48 val. poliarizuojama j M1 tipg naudojant 15 ng/ml LPS ir
25 ng/ml IFNy, arba j M2 tipa naudojant 25 ng/ml IL-4.

2.3.2  Tiriamy SZV linijy geny raiskos skirtumy analizé naudojant viesai prieinamy duomeny baziy

duomenis

Tiriamy lasteliy linijy charakterizavimui in silico buvo naudojami jy geny raiskos duomenys i§
Vézio genomo atlaso Véziniy lasteliy linijy enciklopedijos duomeny bazés. Analizei atrinkti 55 su
tiriamy lgsteliy linijy kamieniSkumu ir EMT susijusiy geny raiskos profiliai buvo atsisiysti naudojant
cBioPortal interneting programg (www.cbioportal.org). Naudojami geny raiskos duomenys buvo
normalizuoti naudojant z-transformacija, lyginant visy enciklopedijoje esanciy lasteliy linijy geny
raiSkos duomenis. Skirtumy tarp Igsteliy linijy reikSmingumui nustatyti buvo naudojamas
neparametrinis Mann-Whitney-Wilcoxon kriterijus, grupuojant lgsteliy linijas pagal pavirSiaus
Zymeny raiSkos tyrimy metu gautus rezultatus bei skirtingy literatliros Saltiniy naudojamas
klasifikacijas, konkreciai, | kamieniSkumu pasizymincius ir nepasizymincius subtipus (Guinney et

al., 2015; Sadanandam et al., 2013).
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2.3.3 Véziniy lgsteliy auginimas, pers¢jimas ir gyvybingumo skaiciavimas

Visos tiriamos storosios zarnos vézio lastelés (COLO320, DLD1, HCT116, HT29, LoVo,
LS1034, NCI-H508, SW620) auginamos RPMI terpé¢je, praturtintoje 10% fetalinio verSelio serumo.
Lastelés uzséjamos | vienkartinius flakonus ir auginamos inkubatoriuje 37 °C esant 5% CO..
Suformavus vienasluoksnj, lastelés yra perséjamos (paprastai kas 3-4 dienas). Lasteliy perséjimas
atlickamas laminariniame bokse, kuriame yra palaikomos sterilios sglygos. Perséjant lgsteles
pirmiausia nupilama sena terpé, praplaunama uzpilant 1 ml PBS. Lasteliy atkabinimui naudojama 1
ml Trypsin/EDTA tirpalo, inkubuojama apie 5 min 37 °C inkubatoriuje esant 5% CO>. Lastelés
surenkamos i§ flakono ir perkeliamos | citometrinj mégintuvélj. Lasteliy gyvybingumo matavimas
atliekamas naudojant rinkinio ,,AccuStain Solution T/N* dazus: T (dazo visas lasteles) ir N (dazo
negyvas lasteles). Lastelés sumaiSomos su dazu santykiu 1:1 ir uzlaSinamos ant specialios
»AccuChip® plokstelés. Lasteliy gyvybingumas ir skaicius jvertinami ,,Adam‘ aparatu, j ji idéjus
plokstele. ] nauja flakong jpilama 5 ml mitybinés terpés ir Iastelés uzséjamos 30000 Iast./ cm? tankiu.

2.3.4 Citokiny detekcija lasteliy linijy lizatuose naudojant baltyming gardele

Tyrimui naudoti véziniy lasteliy lizatai gauti Trypsin/EDTA pagalba atkabintas lagsteles
suspendavus PBS ir uzsaldzius iki -20 °C. Tyrimo dieng lasteles atSildzius iki kambario temperatiiros
gaunamas lgsteliy lizatas. Citokiny detekcijai buvo naudojama RayBio C-1000 Zmogaus citokiny
imunobloto gardelé. Pirmiausia ant j atskirus Sulinélius jdéty membrany su antikiinais prie$ tiriamus
citokinus uzpilama 2 ml blokavimo buferio ir inkubuojama 30 min kambario temperattiroje. Tuomet
aspiravus buferj i kiekvieng Sulinélj atskiroms Igsteliy linijoms jpilama po 1 ml 5 mg/ml lasteliy
lizato, inkubuojama per naktj +4 °C. Nusiurbus lizata membranos plaunamos dviem skirtingais
plovimo buferiais po 3 kartus. Toliau ant kiekvienos membranos uZpilama 1 ml biotinilinty antikiiny
tirpalo, inkubuojama 2 val. kambario temperatiiroje. Tirpalas aspiruojamas ir kartojamas plovimas
abiem plovimo buferiais. Ant nuplauty membrany uzpilama 2 ml HRP-Streptavidino tirpalo ir
inkubuojama 2 val. kambario temperatiiroje, po inkubacijos kartojamas praplovimas. Paruostos
membranos perkeliamos ant lygaus pavirSiaus, ant jy uzpilama detekcijos buferiy miSinio ir
inkubuojama 2 min. ISkart po inkubacijos membranos su iSlaikymu fotografuojamos
chemiliuminescencijg fiksuojan¢iu aparatu C-DiGit. Rezultatai analizuojami ImageJ programa,

naudojant Protein Array Analyzer (Gilles Carpentier, 2010) papildinj.
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2.3.5 Véziniy lasteliy augimo terpés paruosimas

Lastelés uzséjamos 3000 last./cm? tankiu j 100 mm skersmens Petri lékstele, kurioje yra 10 ml
RPMI terpés (10% serumo) ir auginamos iki vienasluoksnio. Tada terpé nusiurbiama, lgstelés
praplaunamos PBS ir 24 val. inkubacijai uzpilama RPMI terpé be serumo. Kitg dieng §i terpé
nusiubiama ir nucentrifuguojama kambario temperatiiroje 10 min 2000 g, supernatantas

(eksperimentuose naudosima Igsteliy augimo terp¢) uzsaldoma.
2.3.6 Netiesioginis makrofagy ir storosios zarnos vézio lasteliy linijy kokultivavimas

Po 6 dieny makrofagy diferenciacijos 6 Sulinéliy plokstel¢je (0,5 min Igsteliy Sulinélyje) nupilama
terpée ir patalpinami pusiau laidis jdéklai, ant kuriy 0,4 pm skersmens pory membranos uzséta po 0,5
mln storosios zarnos vézio lasteliy. Ipilami 4 ml Sviezios RPMI terpés su 10% serumo.
Kokultivavimas vykdomas 48 val. po kurio surenkami abiejy lasteliy rasiy méginiai tékmés

citometrijai bei kiekybinei PGR.
2.3.7 Dazymas monokloniniais antikiinais

Lastelés atkabinamos nuo augimo pavirSiaus, surenkamos ] citometrinij meégintuveélj.
Nucentrifuguojama 5 min 250 g, nupilama terpé. Uzpilama 1 ml PBS, vél centrifuguojama tomis
paciomis saglygomis ir nupilamas supernatantas. Lastelés resuspenduojamos 100 pul PBS. Dazoma
monokloniniais antikiinais. Inkubuojama 25 min +4 °C tamsoje. Po inkubacijos uzpilama 1 ml PBS,
lastelés supipetuojamos bei nucentrifuguojamos tomis paciomis sglygomis, supernatantas nupilamas

ir uzpilama 30 pl PBS.
2.3.8 Lasteliy rinkimas tekmés citometru ir jy analizeé

Nudazius monokloniniais antikiinais lgstelés yra surenkamos BD Biosciences LSR Il tékmés
citometru ir duomenys analizuojami FlowJo ir FACSDiva programomis. Lastelés analizuojamos
pagal jy dydi (FSC) ir granuliuotuma (SSC) bei pagal prie lasteliy pavirSiaus antigeny prisijungusiy

monokloniniy antikiiny fluorescensija.
2.3.9 RNR iSskyrimas ir gryninimas

Lasteliy kultira lizuojama naudojant 0,5 ml Trizolio. Inkubuojama 5 min kambario
temperattroje, uzpilama 0,1 ml chloroformo ir 15 s papurtoma, kad fazés gerai susimaiSyty.
Inkubuojama 2-3 min kambario temperatiiroje ir centrifuguojama 15 min +4 °C Saldomoje
centrifugoje 12000 g. Virsutiné bespalvé fazé nusiurbiama j naujg mégintuvélj, viduriné ir apatiné
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fazés paSalinamos. Ant virSutinés fazés uzpilama 500 pl izopropanolio, suvorteksuojama ir
inkubuojama 10 min kambario temperattroje. Centrifuguojama 10 min +4 °C 12000 g. Supernatantas
nupilamas, nuosédos uzpilamos 1 ml 75% etanolio. Centrifuguojama 5 min +4 °C 7500 g, etanolis
nusiurbiamas, o nuosédos uzpilamos 50 pl vandens be nukleaziy. RNR koncentracija matuojama

»Nanodrop* spektrofotometru ir vertinama RNR kokybeé.
2.3.10 Kopijinés DNR sintezé

Kopijiné DNR sintetinama i§ 500 ng RNR. | kiekvieng méginj pridedama 2 pl atvirkstinés
transkriptazés, 4 pl reakcijos miSinio, vandens iki bendro 20 ul tiirio ir viskas suvorteksuojama.
Termocikleryje vykdoma atvirkStinés transkripcijos reakcija: inkubuojama 10 min +25 °C
temperattiroje, vykdoma kDNR sintezé¢ 30 min +50 °C ir reakcija baigiama fermenty inaktyvacija

kaitinant 5 min +85 °C temperatiiroje.
2.3.11 Kiekybiné PGR

I kiekvieng Sulinélj jpilama 2,5 pl KDNR reakcijos produkto, 2,5 ul pradmeny misinio (0,2 uM
koncentracija galutiniame miSinyje) bei 5 Ml polimerazés miSinio. PGR reakcijos salygos:
polimerazés aktyvacija atlickama 5 min +95 °C, tada vykdoma 40 cikly po 40 s (10595 °Cir 30 s

60 °C). Santykinis geny raiskos lygis buvo vertinamas naudojant -aktino kontrolinj gena.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 SZV lasteliy linijy su kamieni§kumu susijusiy pavir§iaus Zymeny rai$kos tyrimas

Norint jvertinti tiriamy SZV lasteliy linijy pavir§iaus Zymeny, susijusiy su véZiniy lasteliy

kamieniSkumu, raiska, Igstelés buvo dazomos monokloniniais antikiinais pries CD44, CD117,

CDI133 ir ESA Zymenis bei tekmés citometru buvo jvertinta juos turinti populiacijos dalis. Gauti

rezultatai buvo lyginami su kontroliniu (nedazytu antikiinais) méginiu. Visos Iasteliy linijos

pasizyméjo zema CD117 raisSka (iki 5%). Visos lgsteliy linijos, iSskyrus COLO320, pasizyméjo

auksta ESA Zymens raiska (§] Zymenj] turéjo daugiau nei 90% lasteliy populiacijos) — tokj rezultatg

galima paaiskinti tuo, jog COLO320 Igsteliy linija yra neuroendokrininés kilmés (Berg et al., 2017).

Ivertinus CD44 ir CD133 pavirSiaus zymeny rai$kg buvo nustatyti skirtumai tarp lasteliy linijy (5

pav.).
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5 pav. Reprezentatyvi tékmés citometru surinkty lasteliy tankio diagrama. X aSyje atidétas CD44, Y aSyje — CD133
zymens fluorescencijos intensyvumas. Grafikas suskirstytas j ketvirCius pagal nedazyta antikiinais kontrolinj méginj.
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Auksta CD44 Zymens raiska pasizymeéjo HT29, HCT116 ir LoVo lasteliy linijos — §j Zymenj
turéjo atitinkamai 95,8%, 93,1% ir 67,7% lasteliy populiacijos, DLD1 linija pasizyméjo vidutine
(42,4%) raiska, likusios — zema (iki 13%) raiSka. Auksta arba vidutine CD133 zymens raiska
pasizymejo HT29, LoVo ir HCT116 lasteliy linijos (atitinkamai 83,3%, 45,4% ir 39,6%), likusios
pasizymejo zema (iki 6%) §io Zymens raiska. Lasteliy linijos pasiZymeéjo tokiais paciais désningumais
ir pagal lasteliy dalj turin¢ig ir CD44, ir CD133 pavirSiaus Zymenis — vidutine arba aukSta raiska

pasizymeéjo HT29, LoVo ir HCT116 linijos.

3.2 Tiriamy SZV lasteliy linijy geny raifkos skirtumy analizé naudojant vieSai prieinamy

duomeny baziy duomenis

IS Veézio genomo atlaso Veéziniy lasteliy linijjy enciklopedijos duomeny bazés
(www.cbioportal.org) buvo atrinkti 55-iy su kamieniSkumu susijusiy geny (I priedas) raiskos profiliai
tirtose SZV lasteliy linijose. Grupuojant linijas pagal gautus rezultatus tiriant pavir§iaus Zymeny
CD44 ir CD133 raiska bei skirtingy literatiiros Saltiniy naudojamas klasifikacijas j kamieniSkumu
pasizymint] ir nepasizymint] subtipus (Marisa et al. 2013; Sadanadam et al. 2013; Guinney et al.
2015) buvo atlikta lyginamoji analizé naudojant Mann-Whitney-Wilcoxon testg siekiant rasti geny

raiSkos skirtumus tarp taip sugrupuoty Iasteliy linijy.

Pagal Guinney et al. kamieniSku laikomam CMS4 subtipui priskiriamos HCT116 ir SW620
lasteliy linijos nuo likusiy skyrési aukstesne WNT1 geno raiska (p = 0.04). Pagal Sadanadam et al.
kamieniskomis laikomos COLO320, HCT116 ir SW620 nuo kity skyrési aukstesne WNT1, SNAIL,
ZEB1 bei zemesne CDH1 ir EPCAM (p < 0,05) geny raiSka. Sugrupavus linijas pagal gautus
pavirsiaus Zymeny (CD44 ir CD133) raiskos tyrimo rezultatus HCT116, HT29 ir LoVo lIgsteliy linijos
buvo priskiriamos vienai grupei (auksta ir vidutiné raiska) ir nuo likusiy statistiSkai reikSmingai

skyrési aukstesne WNT7B, APC ir SMAD3 (p < 0,04) geny raiska.

Analizés rezultatai parode, jog i§ tirty geny, daugiausia statistiSkai reikSmingy poky¢iy buvo
pastebéta grupuojant linijas pagal Sadanadam et al. — COLO320, HCT116 ir SW620 linijoms,
lyginant su kitomis, buvo biidingi EMT budingi geny raiSkos pokyciai — aukStesné EMT TF raiska,
zemesne¢ epiteliniy lasteliy zymeny raiska. Charakterizavus lasteles pagal jy kamieniSkumo/EMT
zymeny raiska in vitro ir in silico buvo nuspresta toliau istirti, ar skirtingas kamieniskumo savybiy
iSreikStumas (tuo paciu skirtingas aplinkos permodeliavimo, EMT vykdymo potencialas) tiriamose

lasteliy linijose gali turéti jtakos makrofagy poliarizacijai.
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3.3 SZV lasteliy liniju gebéjimo poliarizuoti makrofagus tyrimas
Tiriamyjy SZV lasteliy linijy (COLO320, DLD1, HCT116, HT29, LoVo, LS1034, NCI-H508 ir

SW60) imunomoduliacinés savybés buvo tiriamos jvertintant jy sekretomo gebéjimg sukelti

makrofagy poliarizacija.

Pirmiausia, i§ sveiky donory kraujo iSskirti monocitai buvo diferencijuojami Sesias dienas M-
CSF pagalba iki MO tipo makrofagy. SZV sekretomo gavimui véZinés lastelés buvo auginamos iki
vienasluoksnio, tuomet jy augimo terpé pakei¢iama nauja terpe be serumo ir inkubuojama su
makrofagais 24 val. Po inkubacijos surinkta augimo terpé atspindi lasteliy linijy sekretomg. Surinkta
terpé pilama ant diferencijuoty MO makrofagy santykiu 1:1 su standartine RPMI augimo terpe (10%
serumo) 48 val. inkubacijai, po kurios t¢kmés citometru matuojama pavirSiaus Zymeny raiska. Kaip
teigiama kontrol¢ buvo naudojami makrofagai, kurie buvo poliarizuoti pagal standartinj protokola:
M1 poliarizacija sukeliama 48h inkubacijos terpéje su LPS ir IFNy, o M2 — tokios pacios trukmés
inkubacija terpéje esant IL-4. Po poliarizacijos pavirSiaus Zymeny raiska tiriama tékmés citometru,
kaip kiekybinj raiskos mata naudojant fluorescencijos intensyvumo mediang (FIM). Norint palyginti
skirtingy lasteliy linijy sukeltus pokyc¢ius makrofaguose, kiekvienam zymeniui gautiems duomenims
atlikta z-transformacija, norint parodyti, kiek standartiniy nuokrypiy nuo visy zymens ver¢iy vidurkio
pasislinkusios kiekvieno méginio FIM vertés. Taip pat méginiai sugrupuoti naudojant hierarchinj
klasterizavima, norint jvertinti jy Zymeny raiskos profiliy panasuma. Kontroliniai M0, M1 ir M2

makrofagy tipy pavirSiaus Zymeny raiskos profiliai pateikiami 6 pav.
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6 pav. Kontroliniy MO ir pagal standartinj protokolg poliarizuoty M1 ir M2 makrofagy raiSkos profiliai, atvaizduoti
kar$tyjy tasky Zemélapyje. Kiekvieno Zymens skirtingy méginiy FIM vertéms buvo atlikta z-transformacija ir

kontroliniai méginiai palyginami pagal gautas reik§mes. Raudona spalva zymi aukstesne z-vertg, mélyna — Zemesneg.
Gauti rezultatai rodo, jog po MO poliarizacijos § M1 tipa, padidéjo CD86, CD197, CD274, CD80,
CD68, CD69 raiska, sumazéjo CD195 bei silpnai sumazéjo CD206 raiska. M2 poliarizacijos metu,

lyginant su MO makrofagais, ryskiai nesikeit¢ CD86, CD80, CD197, CD68 ir CD69 Zymeny raiska,
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taciau padidéjo CD206, lyginant su M0, sumazéjo CD195 raisSka (sumazéjimas mazesnis nei M1
poliarizacijos metu) bei lyginant su M1 tipu sumazéjo CD274 pavirSiaus Zymens raiska. Remiantis
gautomis pagal standartinj protokola atliktos poliarizacijos tendencijomis buvo vertinami ir SZV

lasteliy linijy sukelti pokyc¢iai makrofaguose.

SZV linijy poveikis makrofagy poliarizacijai pateikiamas 7 pav. Rezultatai gauti skirtingomis
lasteliy linijomis paveikus makrofagus apskaiciuojant dviejy eksperimenty metu gauty FIM vidurk;
kiekvienam pavirSiaus zymeniui. Norint jvertinti pokyc¢ius, sukeltus skirtingy poveikiy, kiekvienam

zymeniui buvo atlikta z — transformacija bei linijos sugrupuotos naudojant hierarchinj klasterizavima.
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7 pav. Makrofagy pavirSiaus Zymeny raiskos poky¢iai po 48 val. poveikio SZV augimo terpe atvaizduoti karstyjy tasky
zemélapyje bei hierarchinio klasterizavimo metodu sugrupuoti pagal Zymeny raiskos panasumg. Kiekvieno zymens skirtingy
méginiy FIM vertéms atlikta z-transformacija. Kiekvienas stulpelis atspindi pavir$iaus Zymenj, kiekviena eiluté — makrofagy
méginj paveikta skirtingomis saglygomis.

Rezultatai rodo, jog nei viena lasteliy linija neskatino poliarizacijos j M1 tipo makrofagus — visy
su M1 siejamy zymeny raiSka buvo mazesné nei klasikiniu biidu indukuotuose makrofaguose.
DidZiausig panasuma ] M2 poliarizuotus makrofagus sukélé HT29 linijos sekretomo poveikis —
svarbu atkreipti démes;j | padidéjusig svarbaus M2 Zymens CD206 raiSka. Likusios Igsteliy linijos
savo pavirSiaus zymeny raiSkos profiliais buvo panaSesnés | MO tipo makrofagus, taciau i§ jy
HCT116, COLO320 ir SW620 pagal klasterizavimo metu sudaryta dendrogramg savo transkripcijos
profiliais buvo artimesnés M2 tipui nei LS1034 ir NCI-H508 Igsteliy linijos — svarbu atkreipti démes]

36



] tai, jog poliarizacijg, artimesne M2 tipui sukélé lgsteliy linijos pagal Guinney et al priskiriamos

CSM4 (pasizyminciai kamieniSkumu) naviky grupei.

Norint padidinti SZV linijy poveiki makrofagams bei istirti makrofagy poveikj véZinéms
lasteléms, tolimesniuose tyrimuose buvo vykdoma netiesioginé 48 val. 1asteliy kokultivacija, kurios
metu abiejy tipy lastelés fiziSkai nesiliesdamos tarpusavyje auga dalindamosi ta pacia augimo terpe.
Po 48 val. kokultivacijos surinkty lgsteliy pavirSiaus zymeny (HLA-DR, CD206, CD80, CD86 ir
CDl1c) raiska buvo tiriama tékmés citometru jvertinant nudazyty makrofagy fluorescencijos
intensyvumga. Lygiagreciai buvo atlikta kiekybiné PGR, kurios metu buvo matuojama Sesiy biidingy
M1 (HLA-DR, CD274, STATL, IFNG, CD68, IL6) ir $esiy budingy M2 (IL10, MMR, CD163, ARG,
MARCO, CLEC7A) geny raiska. Kiekybinés PGR metodu stebéty poky¢iy skalé buvo didesné nei
matuojant tekmeés citometru, todel iSsamesnei analizei buvo pasirinkti transkripciniai raiskos

matavimo rezultatai (8 pav.).
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8 pav. Kiekybinés PGR metu gauti makrofagy zZymeny raiskos pokyciai po 48 val. netiesioginés kokultivacijos su
SZV lastelémis. Kiekvienam zymeniui skirtingiems méginiams gautiems raiSkos pokyCiams buvo atlikta z-
transformacija. Kiekvienas stulpelis atspindi makrofagy zymenj, eiluté — skirtingomis linijomis paveiktus makrofagus.

Pagal gautus rezultatus tirtas SZV lasteliy linijas galima suskirstyti pagal tarpusavio
transkripcijos profiliy panasuma bei gebéjimo poliarizuoti makrofagus lygij. Silpniausiu potencialu
poliarizuoti makrofagus pasizyméjo COLO320 ir NCI-H508 lasteliy linijos, po klasterizavimo
patenkancios ] tg pacig grupe kaip ir MO kontroliniai makrofagai. | antraja grupe pateko transkripcijos
profiliais panaSios SW620 ir LS1034 Igsteliy linijos, i§ kuriy SW620 linija, lyginant su MO,
makrofaguose stipriai padidino CD274, STAT1, CD68 (M1 Zymenys) bei CLEC7A (M2 zymuo)
raiskg — tai leidzia daryti prielaida apie galimai stipry $ios linijos makrofagy poliarizacijos potencialg
(labiau linkstantj 1 M1 tipg), tuo tarpu LS1034 potencialas buvo tik vidutiniskas. | tre€igja, labiausiai
besiskirian¢ig nuo kity, grupe pateko HCT116 ir HT29 Igsteliy linijos. IS jy ypac stipriu poliarizacijos
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potencialu pasizyméjo HCT116 linija — ja paveiktuose makrofaguose lyginant su kitomis linijomis
stipriai padidéjo M2 specifiniy zymeny (IL6, IL10, MMR, CD163, Argl, MARCO) bei M1 Zymeny
(HLA-DR, IFNG) raiska. HT29 linijos poliarizacijos potencialas buvo vidutiniskas, taciau §ia linija
paveikti makrofagai iSsiskyré aukStesne HLA-DR, IFNG (M1) ir IL6 (M2) geny raiska.
Kokultivavimas su HCT116 ir SW620 Ilinijomis sukeélé didziausius transkripcinius pokycius
makrofaguose, taciau svarbu pabrézti, jog Siuose makrofaguose didéjo abiejy makrofagy tipy zymeny
raiSka. Tai gali reiksti, jog kokultivavimas su Siomis lasteliy linijjomis, kurios pagal literattiros
Saltinius priskiriamos kamieniSkumu pasizyminciy Igsteliy linijy grupei, gali indukuoti poliarizacija

tiek ; M1, tiek 1 M2, tiek ] potencialiai miSry makrofagy tipg.

Norint jvertinti makrofagy poveikj SZV lasteléms po 48 val. kokultivavimo dél pakankamos
raiSkos ankstesniuose tyrimuose buvo pasirinkti CD44 ir CD133 pavirSiaus Zymenys. CD44 ir
CD133 zymeny raisSkos pokytis buvo jvertintas pagal FIM verte pries ir po kokultivavimo ir grafiskai

pavaizduotas nubraizius histogramas (9 ir 10 pav.).
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9 pav. Histogramos, demonstruojan¢ius CD44 ymens raiskos poky¢ius SZV lasteliy linijose pries ir po kokultivacijos
su makrofagais. Mélynos spalvos histogramos Zymi lgsteliy populiacijg pries, raudonos — po kokultivacijos. Grafiky X
aSyje atidétas CD44 fluorescencijos intensyvumas, Y — lasteliy skaicius.

Po kokultivavimo stebimas silpnas CD44 Zymens raiSkos padidéjimas keliose 1gsteliy linijose.
Didziausias raiSkos pokytis buvo stebimas COLO320 paveiktuose makrofaguose — FIM verté
padidéjo daugiau nei 2 kartus. HCT116 ir DLD1 paveikti makrofagai pasizyméjo ~30%, HT29 — iki

5% didesne FIM verte. Likusiose lgsteliy linijose i verté isliko zema ir nepakitusi.
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Panasios tendencijos buvo stebimos ir CD133 Zymens raiSkos pokyciuose: jie buvo nedideli ir
stebimi ty paciy lasteliy linijy paveiktuose makrofaguose. Su COLO320 ir HCT116 kokultivuoti
makrofagai pasizyméjo ~50%, DLD1 — apie 35%, HT29 — iki 15% didesne CD133-PE

fluorescencijos intensyvumo mediana.
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10 pav. Histogramos, demonstruojanéius CD133 Zymens raiskos poky¢ius SZV lasteliy linijose prie§ ir po
kokultivacijos su makrofagais. Mélynos spalvos histogramos zymi lasteliy populiacija prie§, raudonos — po
kokultivacijos. Grafiky X aSyje atidétas CD133 fluorescencijos intensyvumas, Y — lgsteliy skaicius.
Nors pastebéti pokyciai CD44 ir CD133 raiSkoje nedideli, taciau panaSios tendencijos
atsispindéjo ir pakartotiniuose kokultivacijos tyrimuose — tai leidzia daryti prielaida, jog makrofagali

parakrininio signalo perdavimo keliu gali veikti $iy Zymeny raiska véZinése lastelése.

3.4 SZV linijy charakterizavimas naudojant mogaus citokiny imunobloto gardele

Norint paaiskinti kokultivacijos tyrimuose gautus rezultatus bei plagiau charakterizuoti tirtas SZV
lasteliy linijas buvo atliekama proteominé analizé naudojant 120 zmogaus citokiny tyrimo gardele,
kurios pagalba pusiau kiekybiskai galima jvertinti linijoms buidingy citokiny profilius. Tyrimas buvo
atliekamas su septyniy lgsteliy linijy lizatais (COLO320, HCT116, HT29, LoVo, LS1034, NCI-
H508, SW620) paveikiant membranas su konjuguotais antikiinais, naudojant biotino-HRP-
streptavidino zyméjimo sukelta chemiliuminescencijg kaip detekcijos sistema. Gauti rezultatai
analizuojami ImageJ programos Protein Array Analyzer papildiniu (Gilles Carpentier, 2010),
normalizuojant duomenis pagal didziausig chemiliuminescencijos vert¢ membranose. Gauti
rezultatai atvaizduoti karStyjy tasky Zemélapyje, naudojant hierarchinj klasterizavimg grupuojant

SZV lgsteliy linijas pagal citokiny profiliy panasuma.
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Pirmiausia i§ visy tirty baltymy buvo atrinkti Sesi citokinai, dalyvaujantys makrofagy
poliarizacijoje | M1 tipa (11 pav.). Gauti rezultatai rodo, jog lyginant su likusiomis linijomis, SW620

linija pasizyméjo didziausia SDF-1a ir TNF-a citokiny koncentracija.
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11 pav. Su M1 makrofagy poliarizacija susijusiy citokiny karstyjy tasky zemeélapis, atspindintis normalizuotas citokiny
raiSkos tyrimo gardelés chemoliuminescencijos intensyvumo vertes. Kiekvienas stulpelis atspindi lasteliy linijg, eiluté —
citoking. Vir$ Zemélapio esanti dendrograma atspindi citokiny profiliy panasuma.

Svarbu atkreipti démesj, jog kokultivacijos tyrimuose SW620 linija galimai pasizyméjo
potencialu poliarizuoti makrofagus § M1 tipg — §is geb¢jimas gali biiti susijes su padidéjusia minéty
citokiny, ypa¢ stipriu uzdegimg skatinan¢iu poveikiu pasizymin¢iu TNFa, koncentracija. IS tirty

linijy HCT116 pasizyméjo didesne nei likusiy linijy IFN-y koncentracija.

Toliau buvo atrinkti M2 makrofagy poliarizacijoje dalyvaujantys citokinai (12 pav.).
Analizuojant gautus duomenis stebima, jog COLO320 ir HT29 linijos pasiZyméjo Zemesne nei kity
visy citokiny koncentracija. HCT116 lasteliy linijai budinga didesné nei likusiy linijy ACRP30, Axl,
BMP4 ir IL-4 koncentracija. NCI-H508 budinga didesné TIMP-1, IGF-1, MIF, IL-17A, FGF-9 ir
OSM koncentracija, LoVo iSsiskyré didziausiomis i$ tirty linijy CCL2, B-NGF, IL-6, IL-13
koncentracijomis. SW620 biidinga didesné nei likusiy M-CSF, PDGF-BB, TGF-3-3 koncentracija.
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12 pav. Su M2 makrofagy poliarizacija susijusiy citokiny kar$tyjy tasky zemélapis, atspindintis normalizuotas citokiny raiskos
tyrimo gardelés chemoliuminescencijos intensyvumo vertes. Kiekvienas stulpelis atspindi lasteliy linija, eiluté — citoking. Virs
zemeélapio esanti dendrograma atspindi citokiny profiliy panasuma.

Apibendrinant, COLO320 pasizyméjo maziausiomis tiek j M1, tiek i M2 poliarizuojanciy
citokiny koncentracijomis — tai sutampa su kokultivacijos metu stebétu silpnu Sios linijos gebéjimu
indukuoti MO tipo makrofagy poliarizacija. Atrinkus M2 poliarizuojancius citokinus, lasteliy linijos
pasizyméjo skirtingais citokiny profiliais — HCT116, LS1034, NCI-H508, LoVo ir SW620
pasizymejo didesnémis, lyginant su kitomis linijomis, tam tikry citokiny grupiy koncentracijomis.
Netiesioginés kokultivacijos metu stipriausiu polinkiu poliarizuoti | M2 tipa pasizyméjusi HCT116
linijja pasizyméjo didesne nei likusiy IL-4 koncentracija — tikétina, tai yra svarbus Sios linijos
poliarizacijos potencialo faktorius, atsizvelgiant j tai, jog klasikinei M2 makrofagy poliarizacijai

(pasitelktai ir Siame tyrime) naudojamas biitent Sis citokinas.

3.5 Salinomicino ir SB-431542 jtaka su kamieni§kumu susijusiy paviriaus Zymeny raiskai SZV
lasteliy linijose
Makrofagy kokultivavimo su SZV lasteliy linijomis metu pastebéta, jog didesniu makrofagy
poliarizacijos potencialu pasizyméjo lastelés, priskiriamos kamieniSkam subtipui (HCT116 ir
SW620). Siekiant patyrinéti kamieniskumo savybiy jtaka SZV lasteliy imunomoduliacinéms
savybéms buvo pasitelkti du slopikliai: véZio kamieniniy lgsteliy slopiklis salinomicinas ir specifinis

TGF-p receptoriaus kinazés slopiklis SB-431542. Pirmiausia buvo jvertinta Siy slopikliy jtaka tiriamy
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Lastelin skaitins

A

SZV lasteliy linijy paviriaus Zymeny CD44 ir CD133 raigkai — lastelés buvo veikiamos skirtingomis
abiejy junginiy koncentracijomis (salinomicinas — 0,5 ir 1uM, SB-431542 — 1 ir 10pM) ir auginamos
iprastinémis saglygomis 48 val. Po inkubacijos lastelés buvo dazomos monokloniniais antiktinais ir

tekmés citometru jvertinamas fluorescencijos intensyvumas.

Po inkubacijos su salinomicinu atrinktose gyvose lastelése Sio slopiklio sukelti CD44 zymens
raiSkos kiekybiniai poky¢iai grafiskai pavaizuoti histogramomis (13 pav.). RaiSkos poky¢iai buvo
vertinami lyginant fluorescencijos intensyvumo medianos (FIM) vertes tarp kontrolinio ir paveikto

1uM salinomicino méginiy.
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CD44 fluorescencijos intensyvamas

13 pav. Skirtingy salinomicino koncentracijy sukelti CD44 Zymens raiSkos poky¢€iai pavaizduoti skirtingy spalvy

histogramomis. X aSyje nurodyta CD44 fluorescencijos intensyvumas, Y asyje — Iasteliy skai¢ius. Raudona spalva zymima 0
uM, oranzine — 0,5 uM, mélyna — 1uM salinomicino koncentracija. Salia nurodytos FIM (fluorescencijos intensyvumo
medianos) konkre¢iam méginiui.

Didziausias pokytis pastebétas HT29, HCT116 ir LoVo lasteliy linijose — stebimas FIM
vertés sumazéjimas atitinkamai 75%, 47% ir 48%. Svarbu atkreipti démesj, jog Siose lasteliy linijose
prie§ inkubacijag CD44 Zymens raiSka buvo didziausia. VidutiniSkai arba silpnai §io Zymens raiska
sumazéjo COLO320, DLD1, LS1034 ir NCI-H508 linijose (FIM sumazéjimas svyravo nuo 28% iki
20%). Apibendrinant, po inkubacijos su salinomicinu stebimas CD44 raiSkos sumazéjimas visose

lasteliy linijose, iSskyrus SW620, kurioje Zymens raiska nezZymiai padidéjo.

CD133 Zymens raiSkos sumazéjimo skaleé, lyginant su CD44, buvo mazesné¢ — FIM verté buvo

nezymiai mazesné¢ COLO320, HT29, LoVo, NCI-H508 ir SW620 lasteliy linijose.
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Po inkubacijos su SB-431542 tirta CD44 raiska atvaizduota histogramose (14 pav.). Jvertinus
skirtingy méginiy fluorescencijos intensyvumo medianas pastebéta, jog Sesiose i$ astuoniy linijy po
tirto slopiklio poveikio Sio dydzio verté nezymiai sumazejo. Taip pat pastebéta jog Sis sumazejimas
priklausé nuo SB-431542 koncentracijos. DLD1 ir HCT116 linijose CD44 Zymens raiSka nesumazejo
arba padidéjo. Po inkubacijos tiriant CD133 zymens raiska jokiy pokyc¢iy nepastebéta.
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14 pav. Skirtingy SB-431542 koncentracijy sukelti CD44 zZymens raiSkos pokyciai pavaizduoti skirtingy spalvy
histogramomis. X aSyje nurodyta CD44 fluorescencijos intensyvumas, Y aSyje — lasteliy skaicius. Raudona spalva
zymima 0 pM, oranzine — 1 uM, mélyna — 10 uM SB-431542 koncentracija. Salia nurodytos FIM (fluorescencijos
intensyvumo medianos) konkre¢iam méginiui.

Lyginant su rezultatais, gautais po inkubacijos su salinomicinu, SB-431542 sukelti tirty
pavirsiaus zymeny (CD44 ir CD133) raiskos poky¢iai buvo mazesni. Tai rodo stipresnj salinomicino
potencialg slopinti su kamieniskumu siejamy pavirsiaus zymeny raiska SZV lgsteliy linijose bei
platesnio spektro kamieniSkumo slopinimo poveikj, lyginant su SB-431542, kuris specifiSkai
blokuoja tik viena i§ kamieniSkumo vystymesi dalyvaujanciy keliy — TGF-p.

3.6 SB-431542 ir salinomicinu paveikty SZV lasteliy linijy gebéjimo poliarizuoti makrofagus
tyrimas

Norint jvertinti kamieniskumo savybes slopinanéiais junginiais paveikty SZV lasteliy linijy
gebéjimg poliarizuoti makrofagus buvo atliekama anksCiau apraSyta véziniy lasteliy netiesioginé
kokultivacija su makrofagais, papildomai j augimo terpe jdedant 10 uM SB-431542 arba 0,5 pM
salinomicino ir inkubuojant standartinémis sglygomis 48 val. Pokyc¢iy makrofaguose jvertinimui

tékmés citometrijos biidu buvo pasirinkti CD11lc, CD80, CD86, CD197, CD206 ir HLA-DR
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pavirSiaus Zymenys. Duomenys analizuojami ir pateikiami ta pacia metodika kaip ir ankstesni

makrofagy poliarizacijos po kokultivavimo jvertinimo tyrimai.

Pirmiausia buvo tiriamas SB-431542 ir salinomicino poveikis MO0 tipo makrofagams juos 48 val.
inkubuojant esant anksc¢iau minétai $iy junginiy koncentracijai (15 pav.). Pastebéta, jog SB-431542,
lyginant su MO, padidino visy su M1 tipu siejamy zymeny (CD197, HLA-DR, CD86, CD11c ir
CD80) raiska — tai gali biiti siejama su Sios molekulés, kaip TGF-f receptoriaus kinazés inhibitoriaus,

savybémis, nes TGF-f signalo perdavimo kelias yra aktyvus M2 makrofagy poliarizacijoje.
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15 pav. Karstyjy tasky Zemélapis, rodantis skirtingg SB-431542 ir salinomicino poveikj kontroliniams MO makrofagams.
Eilutés atspindi skirtingus méginius, stulpeliai — tirtus lasteliy pavir§iaus zymenis. Langeliuose nurodyta z-reik§mé lyginant
konkretaus zymens FIM tarp skirtingy méginiy, desinéje pateikiama spalvy legenda, nurodanti kokia spalva atitinka konkrecia

z-reik§me. Naudojamos santrumpos: M0 SB — SB-431542, MO_SAL - salinomicinu paveikti makrofagai, MO_K —
kontrolinis méginys.

Po inkubacijos su salinomicinu buvo pastebéta MO atzvilgiu padidéjusi M2 zymens CD206

raiska, taip pat sumazéjusi M1 zymeny — CD11c ir CD80 — raiska.

Po netiesioginio kokultivavimo su vézinémis lastelémis terpéje esant SB-431542 surinkus
makrofagus ir itryrus jy pavirSiaus Zymeny raiska tekmes citometru buvo tikrinama, koks bus $io
junginio poveikis makrofagams, lyginant su kontroliniais méginiais, kur SB-431542 suké¢lé M1
makrofagy Zymeny raiSkos padidéjimag (16 pav.). Lyginant pavienj SB-431542 ir kokultivavimo su
SZV lastelémis poveikji MO makrofagams, daugumoje atvejy stebimi priesingi Zymeny raiskos
pokyc¢iai. Nors poveikis SB-431542 indukuoja M1 bidingy zymeny raiska, visuose su Igsteliy
linijjomis kokultivuotuose makrofagy méginiuose stebima Zemesné daugumos tirty M1 Zymeny
raiSka. Be to, kokultivavimas su lgsteliy linjjomis padidino M2 budingo zymens CD206 raiska
stipriau nei poveikis SB-431542, ta¢iau kokultivuojant makrofagus su SZV lastelémis ir kartu terpéje

esant TGF-f signalo kelio slopikliui, pavirSiaus Zymeny raiSkos pokyciy skalé daug mazesne.
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16 pav. SB-431542 poveikis tiriamomis SZV lastelémis paveiktuose makrofaguose. Eilutés atspindi skirtingus méginius,
stulpeliai — tirtus lasteliy pavirSiaus Zymenis. Langeliuose nurodyta z-reik§mé lyginant konkretaus Zymens FIM tarp skirtingy
méginiy, desin¢je pateikiama spalvy legenda, nurodanti kokia spalva atitinka konkrecia z-reikSme¢. Kiekvienoje lentel¢je
palyginami kontroliniai makrofagy méginiai be ir su SB-431542 bei kokultivuoti su nurodytomis lgsteliy linijomis be ir su
SB-431542 méginiai.

Vienintelio tirto M2 makrofagy Zzymens CD206 raiSka po poveikio SB-431542 zymiai sumazéjo
visuose su SZV kokultivuoty makrofagy méginiuose, lyginant juos su kokultivuotais be $io slopiklio.
CD197 raiska, lyginant lasteliy linijomis paveiktus, be ir su terpéje esanciu SB-431542, makrofagus,
visuose meéginiuose, iSskyrus augintus su COLO320, buvo ryskiai padidéjusi. HLA-DR raiska,
lyginant kokultivuotus méginius, nezymiai padidéjo kokultivuojant terpéje su slopikliu ir keliomis
lasteliy linijomis (DLD1, LS1034, SW620), kituose méginiuose isliko nepakitusi. Visuose su SZV

kokultivuotuose makrofagy meéginiuose (iSskyrus kokultivuotus su NCI-H508) padidé¢jo CD86
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zymens raiSka. CD11c¢ raiSka, kuri kontroliniuose méginiuose buvo didesné makrofaguose, veiktuose
su SB-431542, dalyje makrofagy méginiy sumazéjo (kokultivuojant su COLO320, DLD1, HCT116
ir HT29), kitoje puséje (LS1034, LoVo, NCI-H508, SW620) padidéjo. Lyginant kokultivuotus su
skirtingomis SZV linijomis makrofagus terpéje esant ir nesant slopiklio, CD80 Zymens raiskoje
7ymiy pokyé¢iy nebuvo. Apibendrinant, kokultivacijos su SZV metu terpéje esant SB-431542
padidéjo daugelio M1 zymeny raiska, taciau Siy pokyciy skalé buvo mazesné — taip pat makrofagai
terpéje esant slopiklio, lyginant su kokultivuotais be jo, po kokultivacijos pasizyméjo mazesne
CD206 Zymens raiska — atsizvelgiant j tai, jog kontroliniuose méginiuose SB-431542 Sio Zymens
raska padidino, galima daryti prielaida, jog terpéje esant TGF-B signalo kelio slopikliui sumazéjo
bendras SZV lasteliy makrofagy poliarizavimo potencialas.

IStyrus po netiesioginio kokultivavimo su vézinémis lgstelémis terpéje esant salinomicino
surinkty makrofagy pavir§iaus zymenis, buvo tikrinama, koks bus Sio junginio poveikis lyginant su
kontroliniais meéginiais, kur salinomicinas indukavo CD206, bei keliy M1 zymeny (CD197, HLA-
DR, CD86) raiskos padidéjimg. Lyginant pavienj salinomicino poveikj ir §io junginio poveikj
kokultivuojant abiejy tipy lgsteles stebimi jo skirtumai (17 pav.): kokultivuojant makrofagus su
visomis SZV linijomis be salinomicino stebimas svarbaus M2 Zymens CD206 raiskos padidéjimas,
taciau terpéje esant Sio slopiklio 1astelés praranda potencialg poliarizuotj ] M2 tipa, taip pat keliuose
makrofagy kokultivavimo su terpé¢je esanciu salinomicinu méginiuose stebima repoliarizacija } M1
tipg. COLO320 Iasteliy linija terp¢je esant salinomicino galimai prarado bet kokj poliarizavimo
potencialg. CD197 Zymens raiska terp¢je esant salinomicino sumazéjo kokultivuojant su COLO320,
DLDI1 ir SW620, padid¢jo kokultivuojant su likusiomis lgsteliy linijomis. HLA-DR raiSka, lyginant
kokultivuotus makrofagus be ir su slopikliu, sumaz¢jo meginyje su COLO320, nepakito su HCT116,
LS1034, padidéjo su DLD1, SW620, HT29, LoVo, NCI-H508 lasteliy linijjomis. Kokultivuojant su
visomis lgsteliy linijomis, i§skyrus COLO320, terpéje esant salinomicino padidé¢jo CD86 Zymens
raiSka. CD11c raiSkos pokyciai kokultivuojant buvo tokie patys kaip ir kontroliniuose méginiuose —
Sio Zymens raiSka terpéje esant salinomicino buvo mazesné nei ten kur jo nebuvo. CD80 Zymens
raiSka terp¢je su salinomicinu sumaze¢jo su COLO320, nepakito su DLD1 ir padid¢jo su likusiomis

linijomis kokultivuotuose makrofaguose.
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17 paveikslélis. Salinomicino poveikis tiriamomis SZV lastelémis paveiktuose makrofaguose. Eilutés atspindi skirtingus
méginius, stulpeliai — tirtus lasteliy pavir§iaus Zymenis. Langeliuose nurodyta z-reik§mé lyginant konkretaus zymens
FIM tarp skirtingy méginiy, deSingje pateikiama spalvy legenda, nurodanti kokia spalva atitinka konkrecig z-reikSme.
Kiekvienoje lenteléje palyginami kontroliniai makrofagy méginiai be ir su salinomicinu bei kokultivuoti su nurodytomis
lasteliy linijomis be ir su salinomicinu méginiai.

CD206 raiSkos pokyc¢iuose matomos tokios pacios tendencijos kaip ir veikiant lasteles SB-431542 —
kokultivuojant terpéje esant salinomicino §io Zymens raiSka visuose tirtuose makrofaguose buvo
mazesné nei kontroliniuose kokultiiros méginiuose — tai parodo $iy junginiy gebé¢jima kokultivuojant

SZV lasteliy linijas su makrofagais sumazinti §io M2 Zymens raiska.
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REZULTATU APTARIMAS

Sio tyrimo metu buvo tiriamos makrofagy ir SZV tarpusavio sgveikos netiesioginio
kokultivavimo in vitro metu, atkreipiant démesj j véziniy lasteliy kamieniSkumo ir gebéjimo
poliarizuoti makrofagus sasajas. Skirtumai tarp SZV lasteliy linijy jas charakterizavus naudojant
CD44, CD117, CD133 ir ESA pavirSiaus zymenis buvo pastebéti CD44 ir CD133 zymeny raiskoje
— i8siskyré HT29, HCT116 ir LoVo linijos, pasizymincios didesne abu Zymenis turinciy lasteliy
populiacijos dalimi lyginant su kitomis linijomis. Bandant rasti reikSmingy skirtumy tarp tiriamy
lasteliy linijy, atsizvelgiant j jy kamieniSkumo savybes, iSanalizavus Véziniy lasteliy enciklopedijos
duomeny bazéje esanciy su kamieniSkumu ir EMT susijusiy geny raiskos duomenis rasta, jog pagal
Sadanadam et al. kamieniskoms priskiriamy linijy - COLO320, HCT116 ir SW620 — grupei buvo
biidinga auks$tesné mezenhiminiy bei Zemesné epiteliniy Zymeny raiska, lyginant su likusiomis
linijomis.

Kadangi iki $iol atlikti SZV lasteliy linijy imunomoduliaciniy savybiy tyrimai neatsizvelgé i
vézio molekulinius subtipus (Lian et al., 2019), Sio tyrimo metu, pastebéjus in vitro ir in silico
skirtumus tarp tiriamyjy SZV linijy, buvo nuspresta toliau tirti, ar kamieniskumo/EMT savybiy
isreik§tumas gali turéti jtakos makrofagy poliarizacijai. SZV lasteliy ir makrofagy tarpusavio
sgveikoms sukurti buvo pasirinkti du metodai: makrofagy veikimas véZiniy lgsteliy augimo terpe bei
netiesioginé abiejy lasteliy tipy kokultivacija. Augimo terpe paveikti makrofagai nedemonstravo
tokiy ryskiy poky¢iy kaip poliarizuoti pagal klasikinius protokolus, taciau tam tikry linijy sekretomu
paveikti makrofagai skyrési nuo MO makrofagy kai kuriy Zymeny raiska. Pavyzdziui, HT29 linija
paveikti makrofagai skyrési Zymiai aukstesne CD206 (M2 zymuo) raiska; HCT116 linijos poveikis
padidino CD195 (M1 zymuo) raiska. Gauti rezultatai sutampa su literatiiroje randamais SZV lasteliy
linijy augimo terpés sukeliamais pokyc¢iais makrofagy pavirSiaus zymeny raiskoje, kai stebima
poliarizacija j misria M 1/M2 populiacija (Sawa-Wejksza et al., 2018). Po netiesioginés kokultivacijos
atlikus makrofagy M1/M2 Zymeny transkripcijos pokyc¢iy analize kiekybinés PGR metodu pastebéta
didesné raiskos poky¢Ciy skalé nei paveikus makrofagus augimo terpe. Pagal poveikj makrofagams
lasteles buvo galima suskirstyti pagal jy poliarizacijos potencialg — didziausius pokycius sukélé
kokultivavimas su pagal Guinney et al. priskiriamoms kamieniSkam CMS4 subtipui HCT116 ir
SW620 lgsteliy linijjomis. Nepaisant pastebéjimo, jog su HCT116 kokultivuotuose makrofaguose
daugiau padidéjo M2, o su SW620 — M1 makrofagy Zymenys, abiejy linijy poveikis indukavo
poliarizacijg tiek | M1, tiek 1 M2 tipa, todé¢l pagal Siuos rezultatus galima preliminariai vertinti tik jy
poliarizacijos potenciala, bet ne poliarizacijos kryptinguma. Vis délto, svarbu pabrézti, jog Sie SZV
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lasteliy linijy tyrimo rezultatai patvirtina kitose vézio lokalizacijose pademonstruotg reiskinj, kai
stipriau iSreikstos kamieniSkumo/EMT savybés siejamos su didesniu gebé¢jimu indukuoti makrofagy
poliarizacijg (Hsieh et al., 2018; Raghavan et al., 2019). Be to, $is in vitro tyrimas pasizyméjo
realesniu naviko mikroaplinkos sglygy atspindéjimu, kadangi buvo tiriami ex vivo i$ sveiky donory
periferinio kraujo iddiferencijuoti makrofagai, skirtingai negu kituose SZV imunomoduliaciniy
savybiy tyrimuose, kur makrofagy gavimui buvo naudojama riboto diferenciacijos potencialo
modeliné iminés monocitinés leukemijos linija THP-1 (Lian et al., 2019; Sawa-Wejksza et al., 2018).
Kokultivacijos metu taip pat buvo pastebéti su kamieniSkumu siejamy zZymeny (CD44, CD133)
raiskos poky¢iai ant SZV lasteliy linijy pavirSiaus. Nepaisant to, kad §i tendencija sutampa su
anks¢iau publikuotais duomenimis apie vienpus¢ makrofagy sekretomo jtaka SZV Iasteliy
kamieniskumo/EMT savybiy indukavimui (F. Fan et al., 2018), Siame tyrime naudota netiesioginés
kokultivacijos sistema gali buti sékmingai naudojama toliau tiriant abipuses véziniy lasteliy ir
makrofagy saveikas. Bandant paaiSkinti stebétg HCT116 ir SW620 makrofagy poliarizacijos
potencialg buvo istirti Sioms linijjoms biidingy citokiny profiliai, kurie atskleid¢, jog uz galima
SW620 linijos polinkj poliarizuoti makrofagus j M1 tipg gali buti atsakinga Siai linijai bidinga auksta
TNF-a ir SDF-1a koncentracija. HCT116 potenciala M2 makrofagy poliarizacijai gali paaiskinti
aukstesné nei likusiy tirty linijy Axl, BMP4,adiponektino ir ypa¢ klasikinio M2 poliarizacijos

citokino IL-4 koncentracija.

Norint patvirtinti kamieniSkumo ir makrofagy poliarizacijos potencialo ry$j, buvo bandoma
nuslopinus SZV linijy kamienikumo savybes jvertinti poliarizacijos potencialo pasikeitimus. I§
dviejy naudoty slopikliy — SB-431542 ir salinomicino — pastarasis pasizymeéjo stipresniu bei platesnio
spektro kamieniSkumo slopinimo potencialu. Tai galima paaiskinti tuo, jog SB-431542 specifiSkai
blokuoja tik vieng — TGF-f signalo perdavimo kelig, tuo tarpu salinomicino veikimo mechanizmas
slopinant kamieniSkuma dar néra iki galo iSaiSkintas. Kokultivacijos tyrimuose augimo terpéje esant
ir nesant kamieniSkumo slopikliy buvo pastebéti skirtumai M2 biuidingo Zymens CD206 raiskoje:
netiesiogiai kokultyvuojant makrofagus su SZV lasteléemis CD206 raiska didéja, tatiau terpéje esant
slopikliy matomas CD206 raiskos sumaz¢jimas, daznu atveju pasiekiantis pradinj lygj, stebima
neveiktuose MO makrofaguose. Sie rezultatai galimai parodo kamieniskuma slopinanéiy junginiy
gebéjima sumazinti SZV lasteliy linijy makrofagy poliarizavimo j M2 tipa potenciala bei taip pat
neleidzia paneigti ry$io tarp SZV lasteliy kamienigkumo bei makrofagy poliarizacijos potencialo. Be
to, daugéjant tyrimy, kuriuose kamieniskumo slopikliai naudojami tiriant makrofagy jtaka véziniy
lasteliy kamieniskumui (Y. Chen et al., 2018; Liu et al., 2018; F. Zhang et al., 2016), tikslinga
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nuodugniau tirti $iy junginiy imunomoduliacines savybes bei potencialy taikymg taikininiame vézio
gydyme.

Tolimesniuose tyrimuose buty galima iStirti daugiau lgsteliy linijy, vidulgsteliniy abiejy tipy
lasteliy zymeny, kity véziniy lasteliy kamieniSkumo slopikliy, kurie galéty patvirtinti Sio tyrimo metu
pastebétas tendencijas. Taip pat biity galima placiau panagrinéti kamieniSkam CMS4 subtipui
priskiriamas lasteliy linijas (HCT116 ir SW620) bei jy sgveikas su makrofagais, bandant jvertinti
citokiny analizéje pastebéty HCT116 budingo IL-4 ir SW620 — TNF-a poveikj poliarizacijai,

iSveiklinant vézinése lastelése uz $iy citokiny produkcija atsakingus genus.
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ISVADOS

1. Tirtos storosios Zarnos vézio Iasteliy linijos tarpusavyje skyrési populiacijos, pasizymincios
su kamieniskumu siejamy zymeny CD44 ir CD133 raiska, dalimi. Be to, kamieniSkumo
savybémis pasizymincios linijos — COL0O320, HCT116 ir SW620 — nuo likusiy reik§mingai

skyrési kamieniSkumo/EMT procesuose dalyvaujanciy geny raiskos profiliu.

2. Skirtingo kamieniSkumo lasteliy linijos pasizyméjo skirtingu makrofagy poliarizacijos
potencialu. Netiesioginés kokultivacijos modelin¢je sistemoje kamieniSkam molekulinam
subtipui priskiriamos storosios zarnos vézio lasteliy linijos pasizyméjo didziausiu gebéjimu
skatinti makrofaguose M1/M2 tipams budingy zymeny raiska — HCT116 linija, kuriai
biidinga auksta IL-4 raiska, pasizyméjo polinkiu poliarizuoti makrofagus § M2 tipa, o SW620
linija, kuriai biidinga auksta TNF-a raiska — 1 M1 tipa.

3. Véziniy lgsteliy kamieniskumg slopinantys junginiai — salinomicinas ir SB-431542 —
sumazino su kamieniSkumu siejamy pavirSiaus Zymeny CD44 ir CD133 raiska tiriamose
lasteliy linijose bei netiesioginés kokultivacijos metu sumazino storosios zarnos vézio lasteliy

linijy gebéjima skatinti M2 makrofagy zymens CD206 raiska.
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SANTRAUKA

Marius Baltramonaitis
Storosios Zarnos vézio lasteliy linijy imunomoduliuojanciy savybiy tyrimas

Storosios zarnos vézio (SZV) ligos prognozei ir gydymui didelés reikmés turi aukstas SZV
heterogeniskumas. Vienai i§ SZV Kklasifikacijos sistemos grupiy priskiriami i$reik§tomis
kamieniskumo savybémis pasiZzymintys navikai, kuriems buidingas atsparumas chemoterapijai, saves
atsinaujinimas, epiteliné-mezenchiminé transformacija. SZV mikroaplinkoje vienas pagrindiniy
infiltruojan¢iy imuniniy lasteliy tipy yra makrofagai, kuriy poveikis naviko vystymesi priklauso nuo
ju poliarizacijos: klasikiniai skatinantys uzdegima M1 makrofagai slopina, o alternatyviai aktyvuoti,
natiiraliai audiniy reparacijoje bei imuninio atsako slopinime dalyvaujantys M2 makrofagai — skatina
naviko augimg. Pademonstruota, jog makrofagy poliarizacijai ] M2 tipa turi jtakos skirtingy tipy
(kriities, kiauSidziy, glioblastomos) véziy kamieninés lastelés bei jy iSskiriamos molekulés, taciau
néra daug informacijos apie storosios zarnos vézio ir makrofagy tarpusavio sgveikas naviko

mikroaplinkoje.

Sio tyrimo metu buvo tiriamas rysys tarp SZV lasteliy kamieniskumo ir jy gebéjimo indukuoti
makrofagy poliarizacija in vitro. Nustatyti kamieniSkumo/EMT procesuose dalyvaujanciy geny bei
CD44 ir CD133 raiskos skirtumai tarp tirty SZV lasteliy linijy. Taip pat parodyta, jog netiesioginés
kokultivacijos modelyje kamieniSkam molekuliniam subtipui priskiriamos Igsteliy linijos pasiZymeéjo
didZiausiu gebéjimu skatinti makrofaguose M1/M2 budingy zymeny raiskag — HCT116 linija, kuriali
biidinga auksta IL-4 raiSka, pasiZymejo polinkiu poliarizuoti makrofagus ; M2 tipa, o SW620 linija,
kuriai budinga aukSta TNF-o raiSka — } M1 tipg. Paveikus linijas véZiniy lgsteliy kamieniSkumo
slopikliais — salinomicinu ir SB-431542 — stebimas sumazéjes SZV linijy gebéjimas skatinti M2

makrofagy zymens CD206 raiska.
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SUMMARY
Marius Baltramonaitis
Immunomodulating Properties of Colorectal Cancer Cell Lines

High colorectal cancer (CRC) heterogeneity has serious effect on disease prognosis and
treatment. One of the groups of CRC classification system contains tumors that can be characterized
by cancer stem cell properties such as chemoresistance, self-renewal and epithelial-mesenchymal
transition. One of the main populations of infiltrating immune cells in CRC microenvironment are
macrophages. Macrophages can have different roles in tumor progression, depending on their
polarization. Classically activated inflammatory M1 type macrophages inhibit tumor growth,
contrary to alternatively activated M2 macrophages, which play an important role in tissue
regeneration and immunosuppression, supporting tumor progression. It was shown that different
types of cancer (breast, ovarian and glioblastoma) stem cells and their secreted molecules induce
macrophage polarization towards M2 type. However, the data on the interactions between CRC cells

and macrophages in tumor microenvironment is still incomplete.

In this research we studied the link between the stemness of CRC cells and their ability to induce
macrophage polarization in vitro. We established the differences in the expression of genes and
surface markers associated with stemness and epithelial-mesenchymal transition between studied cell
lines. Furthermore, using indirect coculture system, we showed that CRC cell lines, belonging to
stem-like molecular subtype, were able to induce macrophage polarization the most. In particular,
HCT116 cell line, characterized by the high expression of I1L-4, demonstrated the trend to polarize
macrophages into M2 type, while SW620, characterized by high expression of TNF-a, was more
likely to induce M1 type macrophage polarization. In the presence of stemness inhibitors,
salinomycin and SB-431542, CRC cell lines showed decreased ability to induce M2 surface marker
CD206.
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PRIEDAI

| priedas

1 lentelé. I Véziniy lasteliy linijy enciklopedijos duomeny bazés atrinkti su kamieniskumuw/EMT susij¢ genai.

Genai
WNT1 WNT9B SOX2 CDH1
WNT2 WNT10A FN1 MYC
WNT2B WNT10B POU5SF1 KLF4
WNT3 WNT11 NANOG SALL4
WNT3A WNT16 ABCB1 STAT3
WNT4 APC ABCC1 ALDHI1A1
WNT5A GSK3B ABCG2 LGR5
WNT5B LRP5 SNAI1 EPCAM
WNT6 LRP6 SNAI2 TGFB1
WNT7A PROM1 TWIST1 TGFBR1
WNT7B CD44 TWIST2 TGFBR2
WNTB8A KIT ZEB1 SMAD?2
WNT8B CTNNB1 ZEB2 SMAD3
WNT9A CDH2 VIM
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