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IVADAS

Pasaulio sveikatos organizacijos naujausiais duomenimis kolorektalinis
vézys (CRC) yra vienas i§ daZniausiai pasitaikanCiy véziniy susirgimy
pasaulyje. Jis uzima tre€ig vieta pagal paplitimg ir antra pagal mir¢iy nuo
vézio skaiciy (Sung et al., 2021). Viena i§ priezasc¢iy, lemianciy tokj didelj
mirtinguma — vélyva diagnozé, kai CRC yra pazengusios stadijos, o gydymo
galimybés yra ribotos. Pazengusio CRC gydymui dazniausiai yra taikoma
chemoterapija naudojant pavienj 5-fluoruracilo (5-FU) poveikj arba jo
kombinacija su oksaliplatina (OxaPt) ir leukovorinu (foline ragstimi)
(Hossain et al., 2022). Kita priezastis, lemianti CRC serganciy pacienty auksta
mirtingumo lygj — atsparumas chemoterapiniams vaistams. Vézinés lastelés
gali pasizyméti atsparumu dar prie§ gydyma (jgimtas atsparumas) arba
atsparumas gali iSsivystyti gydymo metu (jgytas atsparumas). CRC gydymui
naudojami 5-FU ir OxaPt veikia skirtingais mechanizmais (Very et al., 2018),
todél ir atsparumo mechanizmai Siems vaistams skiriasi (Marin et al., 2020).
Pagrindiniai atsparumo mechanizmai — vidulgstelinés vaisto koncentracijos
mazinimas, DNR paZzaidy reparacijos ir iSgyvenimo signaliniy keliy
aktyvinimas, programuotos lasteliy Ziities slopinimas, vaisto neutralizavimas
ar taikinio poky¢iai (Liu et al., 2021). Atsparumo chemoterapiniams vaistams
molekuliniy mechanizmy supratimas tebéra svarbi moksliniy tyrimy sritis,
siekiant nustatyti tikslius taikinius ir atrasti vaistus, pagerinanéius vézio
gydymo rezultatus.

Uzdegiminiai procesai atlicka svarby vaidmenj vystantis CRC, be to, gali
buti svarblis ir atsparumo iSsivystymui. Vienas i$ naujausiy atsparumo
chemoterapiniams vaistams mechanizmy — naviko Iasteliy sekretomo
poky¢iai (TCS, angl. tumour cell secretome), t. y. véziniy lgsteliy i§skiriamy
molekuliy visuma, skatinanti vézio vystymasi. Chemoterapiniai vaistai gali
keisti TCS ir taip skatinti atsparuma (Madden et al., 2020). Citokinai jeina |
TCS sudétj, taciau Zziniy, apie jy jtakg chemoterapiniy vaisty sukeltam
atsparumui, néra daug. Citokinai — tai mazos signalinés molekulés,
regulivojan¢ios uzdegimg ir homeostaze bei parakriniSkai ir autokriniSkai
reguliuojanCios véziniy lasteliy iSgyvenima, proliferacija, migracija,
angiogenezg ir kitus procesus, svarbius vézio progresijai (Borowczak et al.,
2022, Propper, Balkwill, 2022).

Pastaruoju metu serpinai tapo daugelio mokslininky démesio centru, nes
nemazai §ios $eimos baltymy dalyvauja daugelyje naviko formavimosi etapy:
nuo angiogenezés iki naviko augimo ir progresijos (Sanrattana et al., 2019).
Serpinai — tai serino proteaziy inhibitoriai, reguliuojantys angiogeneze,
uzdegima, tarplastelinio uzpildo persitvarkyma, programuota lgsteliy zutj ir
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lasteliy vystymgsi, 0 jy raiSkos pokyciai siejami su naviko progresija
(Mkaouar et al., 2019). Serpiny jtaka CRC progresijai yra nevienareik$miska,
nes kai kurie serpinai gali slopinti, o kiti prieSingai — aktyvinti vystymasi ar
metastazavimg (Paczek, Mroczko, 2022). Nors Ziniy, apie serpiny jtaka véZio
vystymuisi daugéja, taciau apie jy kiekio pokyCius vaistams atspariose
lastelése ar jtaka atsparumui iki Siol yra zinoma mazai.

Autofagija vézinése lastelése gali atlikti dvigubg vaidmenj — slopinti jy
vystymasi arba prieSingai — padéti iSvengti nepalankiy salygy (Lim et al.,
2021). Ankstyvose vézio vystymosi stadijose, kol lastelé néra tapusi vézine,
autofagija slopina vézio vystymasi, 0 lasteléms supiktybéjus, autofagija
apsaugo nuo nepalankiy augimo salygy, tokiy kaip maisto, deguonies,
energijos trikumo, ar padidéjusio aktyviy deguonies formy kiekio (Chavez-
Dominguez et al., 2020). Zinoma, kad CRC lastelés, lyginant su sveikomis,
pasizymi padidéjusiu autofagijos intensyvumu (H. Wang et al., 2021). Siuo
farmakologinis ar molekulinis autofagijos blokavimas gali biiti panaudotas
siekiant pagerinti prie$vézinj chemoterapiniy vaisty veiksminguma (Zamame
Ramirez et al., 2021), taciau triiksta ziniy apie jos jtaka chemoterapiniy vaisty
indukuotam atsparumui.

CRC audiniuose, lyginant su sveiku audiniu, yra nustatomas padidéjes
selektyvios autofagijos receptoriaus p62 kiekis, be to Sis baltymas yra
siejamas su véziniy lgsteliy agresyvumu (Tang et al., 2021) bei bloga
serganéiy pacienty gijimo prognoze (J. Zhang et al., 2019). p62 dél savo
daugiadomenés strukttros gali reguliuoti jvairius procesus: lasteliy Zzatj,
iSgyvenima, uzdegima, oksidacinj stresg bei naviko vystymasi (Hennig et al.,
2021, Kumar et al., 2022). Nors daugéja duomeny apie p62 kiekio pokycius
chemoterapiniams vaistams atspariose vézinése lastelése ir reikSme
atsparumui, taciau tikslus atsparumg lemiantis mechanizmas vis dar néra
aiskus.



Sio darbo tikslas — jvertinti citokiny, serpiny, autofagijos baltymy kiekio
pokyc¢ius chemoterapiniams vaistams atspariose kolorektalinés karcinomos
lastelése ir nustatyti autofagijos reik§me atsparumui.

Uzdaviniai:

e Palyginti citokiny, serpiny ir autofagijos baltymy kiekio bei autofagijos
intensyvumo pokycius chemoterapiniams vaistams jautriose ir atspariose
kolorektalinio vézio Iastelése;

e [vertinti citokiny, serpiny ir autofagijos baltymy kiekio bei autofagijos
intensyvumo poky¢ius po 5-FU ir OxaPt poveikio chemoterapiniams
vaistams jautriose ir atspariose kolorektalinio vézio lastelése;

o Nustatyti autofagijos baltymy reikSme HCTI116 lasteliy ir jy
chemoterapiniams vaistams atspariy sublinijy atsparumui.
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MOKSLINIS NAUJUMAS

Siame darbe palyginome citokiny transkripty raiska CRC lasteliy
sublinijose, kurios pasizymi skirtingu atsparumu chemoterapiniams vaistams.
Nustatéme, kad HCT116/FU lastelése, lyginant su jautriomis, yra pakitusi
apie puses tirty citokiny ir jy receptoriy transkripty raiska (14 i$ 27). Tuo tarpu
HCT116/0XA lastelése nustatéme tik ketvirtadalio tirty citokiny transkripty
pokytj lyginant su tévine linija. Ziniy, apie citokiny jtaka chemoterapiniy
vaisty sukeltam atsparumui CRC lastelése, néra daug. Parodyta, kad
interleukinas 1B (IL1B) padidina CRC lasteliy, tame tarpe ir HCT116,
atsparumg 5-FU poveikiui (Spagnardi et al., 2022). Kiti autoriai parodé, kad
doksorubicinui atspariose HCT116 lgstelése yra padidéjes IL8 ir IL10 kiekis,
o IL8 tildymas padaro lgsteles jautresnes vaisto poveikiui (Du et al., 2018).
Be to, yra nustatyta, kad IL17 lemia HCT116 lasteliy atsparumg cisplatinai
(Sui et al., 2019). Siame darbe taip pat nustatéme citokiny raiskos poky¢ius
HCT116 lastelése ir jy sublinijose po 5-FU ir OxaPt poveikio. J[domu tai, kad
jautriose lastelése 5-FU ir OxaPt reikSmingai didina citokiny raiska,
HCTI116/FU lastelése — tik OxaPt, o HCT116/OXA lastelése priesingai — tik
5-FU poveikis.

Pirmieji parodéme serino proteaziy inhibitoriy (serpiny) kiekio pokycius
chemoterapiniams vaistams atspariose CRC lastelése. Nustatéme, kad
HCT116/FU, HCT116/0XA ir SW620/0XA lastelése serpino B5 (SB5)
kiekis yra padidéjes lyginant su jautriomis lgstelémis, o SW620/FU lastelése
prieSingai — sumazéjes. Taip pat nustatéme, kad 5-FU ir OxaPt poveikis didina
citoplazmoje esancio SBS kiekj HCT116, HCT116/FU, SW620 ir SW620/FU
lastelése. HCT116/OXA lastelése SB5 kiekis didéja po 5-FU, 0 SW620/0OXA
lastelése — po OxaPt poveikio. SW620 Igstelése ir jy sublinijose, kuriose
didelé¢ dalis SB5 yra lokalizuota branduolyje, jame esanc¢io SBS5 Kiekis
priklauso nuo lasteliy linijos, vaisto ir jo dozés. 5-FU ir OxaPt taip pat didina
ir kity serpiny transkripty raiska — SB1, SE1, SE2, o jy poky¢iai priklauso nuo
lasteliy linijos ir poveikio. Kity mokslininky tyrimuose parodyta, kad
cisplatinai atspariose kiausidziy vézio lastelése yra padidéjes SEL ir SE2
baltymy kiekis (Pan et al., 2017), o paklitakseliui atspariose krities vézio
lastelése — SB3 ir SB4 (Pavlikova et al., 2014).

Nors ir daugéa duomeny, jrodanciy autofagijos reikSme jgytam
chemoterapiniy vaisty atsparumui jvairiuose vézio atvejuose, tame tarpe ir
CRC, ta¢iau molekuliniai veikimo mechanizmai yra mazai istirti. Siame darbe
pirmieji nustatéme, kad HCT116/FU lastelése, lyginant su HCT116, ATG12
baltymo kiekis yra padidéjes. Taip pat parodéme, kad ATG12 raiskos tildymas
sumazina HCT116 lgsteliy ir jy atspariy sublinijy gyvybinguma, bei padidina
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HCT116 ir HCT116/FU lasteliy jautruma OxaPt poveikiui. Siuo metu yra
zinomi tik keli atvejai, kai autofagijos slopinimas didina atspariy CRC Iasteliy
jautruma vaistams. Parodyta, kad 5-FU atsparios DLDI lgstelés po autofagijos
slopinimo 3-metiladeninu ar ATG7 raiSkos tildymo tapo jautresnés vaisto
poveikiui (Li et al., 2010). Taip pat 5-FU atsparios HCTS8 lgstelés tapo
jautresnés poveikiui po autofagijos slopinimo chlorokvinu (CQ) (M. Wang et
al., 2018). Be to, CQ padidino OxaPt atspariy HCT116 lasteliy jautrumg
vaistui (H. Wang et al., 2021).

Nors selektyvios autofagijos receptorius p62 yra placiai iStirtas vézio
kontekste, tadiau néra daug duomeny apie jo reiksme atsparumui. Siame darbe
skyréme démesj p62 raisSkos pokyciams chemoterapiniams vaistams
atspariose CRC lgstelése ir vertinome jo reik§me 5-FU ir OxaPt indukuotam
atsparumui. Nustatéme, kad lyginant su tévinémis linijjomis HCT116/FU
lastelése p62 baltymo kiekis yra padidéjes. Siuo metu yra Zinoma, kad p62
kiekis atspariose lastelése priklauso nuo vézio tipo ar atsparumo vaistui.
Kiausidziy vézio ir osteosarkomos lgstelése, pasizyminéiose daugybiniu
atsparumu vaistams (MDR, angl. multidrug resistance), p62 kiekis yra
sumazejes lyginant su jautriomis linijomis (J. Wang et al., 2018), o HEp-2
karcinomos lastelése, pasizyminciose MDR, tame tarpe ir 5-FU poveikiui, p62
raiSka prieSingai — yra padidéjusi lyginant su jautria linija (Battista et al.,
2018). Siame darbe pirmieji nustatéme, kad p62 raiskos tildymas sumazina
atspariy HCT116/FU ir HCT116/0XA lasteliy gyvybinguma, bet padidina jy
metabolinj aktyvumg. Taip pat nustatéme, kad HCT116 lasteliy ir jy sublinijy
gyvybingumas po p62 raiSkos tildymo mazéja ne dél jo poveikio lasteliy

Vo=
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GINAMIEJI TEIGINIAI

5-FU sukelto atsparumo HCT116 Iastelése citokiny transkripty kiekis
padidéja labiau, nei OxaPt sukelto atsparumo lastelése, o 5-FU ir OxaPt
didina citokiny transkripty kiekj prie poveikio neprisitaikiusiose lastelése.
Atspariose CRC lgstelése serpino BS kiekis didé¢ja, o 5-FU ir OxaPt ji
didina tévinése linijose ir sublinijose, kuriy atsparumas sukeltas 5-FU.
ATGI12 kiekis yra padidéjes HCT116/0OXA lastelése, o po 5-FU ir OxaPt
poveikio jo pokytis priklauso nuo lgsteliy linijos.

ATGI12 yra svarbus HCT116 lasteliy ir jy sublinijy iSgyvenimui bei
HCT116 ir HCT116/FU lasteliy atsparumui OxaPt.

p62 kiekis yra padidéjes HCT116/FU lastelése, o jo kiekio mazéjimas po
5-FU ir OxaPt poveikio koreliuoja su jautrumu vaistui.

p62 skatina HCT116 lasteliy ir jy sublinijy iSgyvenima bei atsparuma
5-FU ir OxaPt poveikiui.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Kolorektalinio vézio problematika

Remiantis naujausiais duomenimis, kolorektalinis vézys (CRC, angl.
colorectal cancer) yra treias pagal daznuma (10 % visy nustatyty véziniy
susirgimy) ir antras pagal mirtingumag (9,4 % visy mirciy nuo vézio) vézio
tipas pasaulyje ir $io véZio atvejy daugéja kasmet (Braumuller et al., 2022,
Sung et al., 2021). CRC yra labai heterogeniska ligy grupé, kuriai badingos
gydymo metu (Martini et al., 2020). Diagnozavus CRC ankstyvoje stadijoje
yra taikomas chirurginis gydymas atskirai arba kartu su chemoterapija ir
radioterapija, taCiau pazengusiy CRC stadijy atvejais, kai navikas yra
metastazaves, chirurginis gydymas tampa neveiksmingu (El Bali et al., 2021).

CRC gali biiti paveldimas (5 %), Seiminis (20 %) arba sporadinis (75 %)
(Braumuller et al., 2022). Sporadiniai CRC néra paveldimi ir iSsivysto dél
specifiniy taskiniy mutacijy, jvykusiy skirtinguose genuose. CRC vystosi
palaipsniui i$ adenomos ] karcinoma dél genetiniy ir epigenetiniy pokyciy
kaupimosi. Sie poky¢iai nustatomi onkogenuose (KRAS, NRAS, BRAF ir
PIK3CA), navikg slopinanc¢iuose genuose (APC, TP53, SMAD4 ir PTEN) ar
DNR reparacijos baltymus koduojanc¢iuose genuose (MSH2/6, MLH1,
PMS1/2). Siuose genuose jvykusios mutacijos ar pasikeitusi jy raiska keicia
signalinius kelius (WNT/B-katenino, EGFR, MAPK, TGF-f ir PI3K), kurie
yra susije su lasteliy proliferacija ir isgyvenimu (Braumuller et al., 2022,
Marmol et al., 2017).

Sporadinio CRC progresija lemia genominis nestabilumas, Kkuris
skirstomas j tris patogenezinius mechanizmus: 1) chromosomy nestabiluma
(CIN), 2) mikrosatelity nestabilumg (MSI) ir 3) CpG saly metilinimo fenotipa
(CIMP) (Braumuller et al., 2022, Marmol et al., 2017). CIN pasizymi
chromosomy skaiciaus disbalansu, todél vézinés lgstelés tampa
aneuploidinémis, praranda heterozigotiSkumg. CIN badinga sutrikusi
chromosomy segregacija, telomery disfunkcija ir atsako j DNR pazaidas
poky¢iai, 0 tai sukelia mutacijas genuose, atsakinguose uZ tinkamg lastelés
funkcionavima (Marmol et al., 2017). Dazniausiai pirmoji mutacija,
indukuojanti CRC vystymasi, jvyksta navika slopinan¢iame APC gene
(Aghabozorgi et al., 2019). APC baltymas dalyvauja WNT signaliniame
kelyje, kuris reguliuoja lasteliy proliferacija, zutj, migracijg, autofagija,
chromosomy segregacijg (Zhong et al., 2020). Tolimesne naviko progresija
lemia aktyvinan¢ios mutacijos, jvykusios onkogenuose KRAS, BRAF ir
PIK3CA, kurios aktyvina MAPK ir PI3K signalinius kelius, o tai skatina
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lasteliy iSgyvenimg ir proliferacijg (Dillon et al., 2021, Rascio et al., 2021).
Pazengusio CRC atveju vézinés Igstelés pasizymi 189 chromosomos
heterozigotiSkumo praradimu. Jvyksta navika slopinanciy geny SMAD?2,
SMAD4 ir DCC delecija (Malki et al., 2020). SMAD baltymai dalyvauja
TGF-B signaliniame kelyje, 0 jy delecija lemia naviko progresija, nes skatina
augima, proliferacija bei slopina apoptoze (Soleimani et al., 2019). Dar viena
mutacija, pasitaikanti vélyvosios stadijos CRC atveju — TP53 geno mutacija.
TP53 koduoja navika slopinant] baltyma p53, kurio disfunkcija skatina
lasteliy igyvenima, proliferacija, migracija ir invazija (Marei et al., 2021).
Antras CRC progresija lemiantis molekulinis mechanizmas — mikrosatelity
nestabilumas (MSI) (Braumuller et al., 2022). MSI atsiranda dél sutrikusios
nekomplementariy nukleotidy reparacijos (MMR). MSI fenotipg daZniausiai
lemia MLH1 geno raiskos praradimas, nes jo geno transkripcija yra
nuslopinama hipermetilinus promotoriy. Prie MSI atsiradimo prisideda ir kity
MMR dalyvaujanciy baltymy, tokiy kaip MSH2, MSH6 ir PMS2, funkcijy
praradimas (Dedeurwaerdere et al., 2021). Tre¢ias mechanizmas — CpG saly
metilinimo fenotipas (CIMP) (Braumuller et al., 2022). CIMP yra
epigenetinio nestabilumo forma, lemianti tam tikry geny promotoriy
hipermetilinimg, 0 tai slopina transkripcijg. Promotoriy hipermetilinimas
vézio atveju yra susijes su navikg slopinanciy geny raiskos nutildymu ir
tolimesne naviko progresija. Siuo biidu yra nutildoma raiska geny, kuriy
koduojami baltymai dalyvauja DNR reparacijoje, programuotoje lasteliy
Zutyje, lastelés ciklo reguliavime ar naviko invazijoje. CRC atveju yra
hipermetilinti MLH1, CDKN2A, VIM (vimetino), CDH1 (kadherino-1) ar APC
geny promotoriai (Fatemi et al., 2022). Signaliniai keliai bei baltymai, kuriy
aktyvumo ir kiekio poky¢iai lemia CRC atsiradimg ir tolimesnj vystymasi, yra
apibendrinti 1.1 pav.

Geny rai$ka yra susijusi su lasteliy fenotipu ir naviko funkcionavimu, todél
remiantis genetiniais ir epigenetiniais pokyciais CRC yra klasifikuojamas |
keturis sutartinius molekulinius potipius CMS1-4 (Martini et al., 2020):

1) CMS1 navikai (MSI imuninis tipas) pasizymi CIMP, MSI, aktyviu
imunitetu ir mutavusiu BRAFV5%E genu;

2) CMS2 navikai (kanoninis tipas) yra epiteliniai, pasizymi CIN ir
imuninio atsako nebuvimu, sukelti WNT signalinio kelio ir MY C aktyvacijos,
priklauso nuo EGFR signalinio kelio;

3) CMS3 potipiui priklausantys navikai (metabolinis tipas) taip pat yra
epiteliniai, ta¢iau pasizymi pakitusiu metabolizmu, misriu CIN ir MSI bei
MAPK signalinio kelio poky¢iais;

4) CMS4 navikai (mezenchiminis tipas) pasizymi CIN ir aktyviais TGF-3
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ir VEGFR signaliniais keliais bei nuslopintu imuniniu atsaku (Dienstmann et
al., 2017, Martini et al., 2020).

| PI3K kelias 1 |

WNT kelias t \MAPK kelias 1 | S p53 kelias 1
| TGF-B kelias 1)

Normalus Ankstyvoji Tarpiné Velyvoji _

epitelis adenoma adenoma adenoma
vy  EGF i A
LRP FZD receptorius EGFR N TGFBreceptonus
s
__ DSH/ PIY(P } B
‘Aksinés’i - P (P P(P)
asHap o oK = | = T \,
P
pkateninas e P.SMAD3
- ¢ PIP2| PIP3
(B-kateninas | [BRAF |
B-kateninas 5 TSC1\ TSC2
VEK -
‘B-kateninas \ | SMAD3
S \mTOR1
ERK

Isgyvenlmas / -

o Proliferacija

1.1 pav. Kolorektalinio vézio vystymasi sukeliantys signaliniai keliai. Pazyméti
signaliniai keliai: WNT (oranziné), MAPK (purpuriné), PI3K (mélyna), TGF-f (Zalia).
Raudonai pazymeéti baltymai, kuriy koduojanciuose genuose CRC atveju dazniausiai jvyksta
mutacijos. Parengta remiantis Braumuller et al., 2022 ir Marmol et al., 2017.

1.2. 5-FU ir OxaPt veikimo mechanizmai

Ankstyvosios stadijos CRC navikai jprastai yra pasalinami chirurginiu
bidu, tadiau metastazavusiam CRC dazniausiai yra taikoma chemoterapija.
Priklausomai nuo naviko lokalizacijos ir ligos issivystymo lygio chirurgija bei
chemoterapija gali buti derinama su radioterapija ar imunoterapija (Johdi,
Sukor, 2020). CRC imunoterapijai yra naudojami monokloniniai antikiinai
arba baltymai, nukreipti prie§ EGFR arba pries VEGF (Marmol et al., 2017,
Mohelnikova-Duchonova et al., 2014). Pazengusio (III ir IV stadijos) jau
metastazavusio CRC gydymui dazniausiai yra naudojamas chemoterapinis
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vaistas 5-fuoruracilas (5-FU), kuris yra derinamas su leukovorinu (foline
ragstimi), bei oksaliplatina (OxaPt) (FOLFOX) ar irinotekanu (FOLFIRI), o
kartais visais trimis junginiais vienu metu (FOLFOXIRI). Leukovorinas,
OxaPt ir irinotekanas veikia sinergistiskai ir sustiprina 5-FU citotoksiskuma.
Naudojant tokias vaisty kombinacijas yra sustabdomas naviko augimas, taciau
vézinése lastelése daznai i$sivysto atsparumas Siems junginiams (McQuade et
al., 2017, Zoetemelk et al., 2020). Chemoterapiniai vaistai veikia skirtingais
mechanizmais, tad ir po jy poveikio jgyti atsparumo mechanizmais skiriasi.
Pagal veikimo mechanizmg 5-FU yra priskiriamas antimetabolitiniy vaisty
tipui, 0 OxaPt — alkilinan¢iy, platinos atoma turinéiy vaisty tipui (Bukowski
et al., 2020).

1.2.1. 5-FU veikimo mechanizmas

5-FU iki $iol yra pagrindinis chemoterapinis vaistas, naudojamas CRC
gydymui (Moutabian et al., 2022). Tai sintetinis pirimidino (uracilo) analogas,
kurio penktosios anglies pozicijoje esantis vandenilio atomas yra pakeistas
fluoru (Gmeiner, 2020). 5-FU | lastele pernesa skirtingi membraniniai
nukleozidy nesikliai: nukleozidy pusiausvyra palaikantys nesSikliai ENT1
(SLC29A1), ENT2 (SLC29A2) (Boswell-Casteel, Hays, 2017) ir organiniy
anijony nesiklis OAT2 (SLC22A7) (Y. Wang et al., 2021). Be to, 5-FU j lastele
gali patekti ir pasyvios difuzijos budu (Chalabi-Dchar et al., 2021). Lasteléje
neaktyvus 5-FU verCiamas | tris citotoksiskus metabolitus, veikiancius
skirtingais mechanizmais: 1) fluordeoksiuridino trifosfata (FdUTP),
2) fluoruridino trifosfata (FUTP) ir 3) fluordeoksiuridino monofosfata
(FAUMP). Sie pirimidiny analogai yra galutiniai reakcijy produktai, kurie
lasteléje pakei€ia jprastus pirimidinus (dTTP ir UTP) bei sukelia 1astelés ciklo
aresta ir zutj (Ghafouri-Fard et al., 2021, Very et al., 2018).

5-FU katabolizmas vyksta dviem skirtingais metaboliniais keliais.
Pirmasis kelias — 5-FU vertimas j FAUMP (Vodenkova et al., 2020). FAUMP
konkuruoja dél prisijungimo prie timidilato sintazés (TS) aktyviojo centro su
natdiraliu TS ligandu dUMP. TS katalizuoja dUMP metilinima ir jo virtimg
dTMP. FAUMP sudaro stipresnius kovalentinius rySius, stabilizuojanéius TS
kompleksa (Kaiyawet et al., 2013). dTMP yra dTTP substratas ir yra svarbus
DNR replikacijai ir reparacijai. Dél TS stabilizavimo 1gsteléje pradeda trukti
dTTP bei kaupiasi dUTP, dél to padaugéja neteisingai § DNR granding jterpty
nukleotidy. Galiausiai jvyksta ciklo arestas ir zatis (Very et al., 2018). 5-FU
citotoksiskumas priklauso nuo folaty kiekio, todél chemoterapijos metu 5-FU
yra derinamas su leukovorinu (McQuade et al., 2017). Sumazéjus folaty
kiekiui FAUMP prie TS prisijungia silpnai ir dUMP uZima savo vietg, 0

17



leukovorinas keleta karty padidina sgveika tarp FAUMP ir TS. Tad
leukovorinas sinergistiSskai padidina 5-FU citotoksiskuma blokuojant TS
veikla (Glimelius et al., 2021). Dalis FAUMP yra fosforilinamas iki FAUTP,
kuris yra DNR polimerazés substratas ir replikacijos ar reparacijos metu yra
neteisingai jterpiamas | DNR molekulg vietoj dTTP (Ghafouri-Fard et al.,
2021). Tam, kad lasteléje buty istaisyti neteisingai j DNR jterpti nukleotidai,
yra aktyvinama DNR reparacija. Baziy iSpjovimo reparacijos (BER) metu
timidino DNR glikozilazé gali iskirpti netinkamai jterptus 5-FU metabolitus,
taciau del dTTP trukumo DNR grandingje kaupiasi trukiai, dél kuriy yra
aktyvinama apoptozé (Kunz et al., 2009). DNR trukiy skai¢iy padidina ir
nekomplementariy nukleotidy reparacijos sistema (MMR) (Sethy, Kundu,
2021).

Antrojo 5-FU metabolinio kelio produktas yra FUTP, kuris yra jterpiamas
1 jvairaus tipo RNR molekules: informacing RNR (iRNR), pernasos RNR
(tRNR), mazas branduolio RNR (snRNR) ar ribosoming RNR (rRNR)
(Chalabi-Dchar et al., 2021). D¢l FUTP jterpimo j RNR molekules keiéiasi
splaisingas — padaugéja iRNR molekuliy su neiskirptais intronais. FUTP
neleidzia splaisosomai atpazinti kirpimo viety arba trukdo iskirpti intronus.
Neefektyvy introny iskirpima gali lemti ir FUTP, jsiterpes i snRNR, kurios
jeina | splaisosomos sudétj (Mojardin et al., 2013). FUTP jterpimas j rRNR
keicia ribosomy brendimg ir reikSmingai sumazina jy kiekj (Therizols et al.,
2022). Nors ribosomos, sudarytos i§ fluoruridilinty rRNR molekuliy, yra
funkcionalios, taciau pasikeicia jy selektyvumas, kuris priklauso nuo iRNR 5°
netransliuojamos srities (5°-UTR) savybiy. Trumpas 5°-UTR turin¢ios iRNR,
pavyzdziui, globino ar GAPDH, yra transliuojamos ne taip efektyviai kaip
iIRNR, kuriy 5°-UTR yra ilgos ir struktarizuotos (Therizols et al., 2022).
Galiausiai antrojo metabolinio kelio tarpinis produktas FUDP gali bti
metabolizuojamas | FAUTP, kuris yra klaidingai jterpiamas j DNR granding,
sukelia jos pazaidas, lasteliy ciklo aresta ir zaitj (Very et al., 2018, Zoetemelk
et al., 2020). 5-FU veikimo schema pavaizduota 1.2 A pav.

1.2.2. OxaPt veikimo mechanizmas

OxaPt — tai tre¢ios kartos platinos atomg turintis chemoterapinis vaistas,
naudojamas metastazavusio CRC gydymui (Perego, Robert, 2016). OxaPt yra
derinama su 5-FU ir, veikdama skirtingu mechanizmu nei 5-FU, sustiprina
chemoterapinj poveikj (Zoetemelk et al., 2020). Sis vaistas yra priskiriamas
alkilinanciy vaisty tipui, kurio atstovai savo sudétyje turi platinos atoma (taip
pat cisplatina ir karboplatina) (Bukowski et al., 2020). Vaistas j Iastele patenka
keliais biidais: pasyvia difuzija, palengvinta arba aktyvia pernasa (Buss et al.,
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2018). OxaPt j lgstele pernesa organiniy katijony nesikliai OCT1 (SLC22A1),
OCT2 (SLC22A2) (Buss et al., 2018) ir OCT6 (POU3F1) (Oguri et al., 2016),
taip pat vario nesiklis CTR1 (SLC31Al) (Buss et al., 2018). Pirmiausia,
tarplasteliniame uzpilde (ECM) OxaPt ligandas oksalatas yra pakei¢iamas
dviem chlorido jonais susidarant [Pt(DACH)CI.] junginiui, j kurio sudétj jeina
1,2-diaminocikloheksano (DACH) ziedas. Jam patekus j 1gstelg, kur chlorido
koncentracija yra apie desimt karty mazesné, junginys yra hidrolizuojamas ir
chloro atomai pakei¢iami dviem vandens molekulémis. Susidaro galutinis
aktyvus produktas [Pt(DACH)(H.0).]** (Shoeib, Sharp, 2012). Aktyvi OxaPt
jungiasi prie nukleofiliniy molekuliy, dazniausiai prie DNR, ir sudaro
platinos-DNR aduktus. OxaPt taip pat gali jungtis ir priec RNR ar baltymy
(Martinez-Balibrea et al., 2015). Aktyvi OxaPt jungiasi prie Salia esanéiy
adeniny arba adenino ir guanino toje pacioje arba skirtingose DNR grandinése
(Kline, El-Deiry, 2013). Adukto sudétyje esantis didziulis hidrofobinis DACH
ziedas neleidzia MMR sistemos baltymams prisijungti prie DNR pazaidy ir
jas iStaisyti, taip sukeliant didesnj citotoksiskuma (Nichetti et al., 2019).
OxaPt veikimo mechanizmas pavaizduotas 1.2 B pav.
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1.2 pav. 5-FU (A) ir OxaPt (B) veikimo mechanizmai. ENT1/2 ir OAT2 — nukleozidy
nesikliai, OPRT — orotato fosforiboziltransferazé, FUMP/FUDP/FUTP — fluoruridino
mono/di/trifosfatas, TP — timidino fosforilazé, FUdR — fluordeoksiuridinas, TK — timidino
kinazé, FAUMP/FdUDP/FAUTP — fluordeoksiuridino mono/di/tri fosfatas, UMP-CMPK —
uridino/citidino monofosfato kinazé, dUMP/dTMP — deoksiuridino/timidino monofosfatas,
DACH - 1,2-diaminocikloheksanas, OAT1/2/6 ir CTR1 — nesikliai. Parengta remiantis
Chalabi-Dchar et al., 2021, Very et al., 2018, Kline, EI-Deiry 2013, Shoeib, Sharp, 2012.

19



1.3. Atsparumo 5-FU ir OxaPt mechanizmai CRC atveju

Nors §iuo metu vézio gydymui yra taikomi jvairlis nauji metodai, taciau
chemoterapija iSlicka pagrindine pazengusio CRC gydymo strategija
(McQuade et al., 2017). Viena i§ pagrindiniy priezasCiy, lemianciy
chemoterapijos nesékme, yra jgimtas arba gydymo metu jgytas atsparumas
vaistams (Bukowski et al., 2020). Net 90 % visy miréiy nuo vézio yra
siejamos su atsparumu (X. Wang et al., 2019). Vaistais paveiktos vézinés
lastelés geba moduliuoti jvairius su i§gyvenimu Susijusius procesus: lastelés
cikla bei zutj, gliukozés metabolizma, oksidacinj stresa, mitochondrijy
aktyvuma, autofagija, vaisty transportg ir DNR reparacija (Bukowski et al.,
2020, Liuetal., 2021, Marin et al., 2020). Pagrindiniai CRC lasteléms budingi
atsparumo 5-FU ir OxaPt mechanizmai ir juose dalyvaujantys baltymai
apibendrinti 1.3 pav.

Vienas i§ apsaugos biidy — vaisto koncentracijos mazZinimas. Vézinés
lgstelés tai vykdo dviem biaidais: slopinant vaisto patekima arba aktyvinant jo
iSneSima (Marin et al., 2020). Atsparuma OxaPt sukelia organiniy katijony
nesiklio 1 (OCT1), kuris pernesa OxaPt j Igstele, kiekio sumazéjimas (Buss et
al., 2018). 5-FU ir OxaPt atsparumo atvejai dazniau pasitaiko, kai
suintensyveja vaisto iSnesimas i§ lastelés, kurj vykdo ATP hidrolizés energija
naudojantys ABC nesikliai (Marin et al., 2020). Atsparuma 5-FU lemiantys
nesikliai: ABCB5 (Guo et al., 2018), ABCC4 (MRP4) (Chen et al., 2017) ar
ABCC5 (MRP5) (L. Zhang et al., 2019), o OxaPt — ABCB1 (MDR1)
(Ghanbarian et al., 2018) ar ATP7B (Martinez-Balibrea et al., 2009).
Atsparumg abiem vaistams lemia $ie nesikliai: ABCC1 (MRP1) (Cao et al.,
2017), ABCC3 (MRP3) (Dong et al., 2017, Kobayashi et al., 2016), ABCC10
(MRP7) (X. Liu et al., 2022, Xie et al., 2017).

Vaisty metabolizmo ir jy taikiniy poky¢iai. Kai kurie chemoterapiniai
vaistai, tame tarpe ir 5-FU, j lastele patenka neaktyvios formos ir turi biiti
aktyvinami iki citotoksisky metabolity (Marin et al., 2020). 5-FU
Metabolizme dalyvaujanéiy fermenty aktyvumo ar kiekio pokyciai sukelia
atsparuma (Blondy et al., 2020). CRC lastelése atsparuma 5-FU sukelia Siy
fermenty pokyciai: UMP kinazés (Humeniuk et al., 2009), OPRT (Durinikova
et al., 2018), uridino monofosfato sintetazés (UMPS) (Griffith et al., 2013) ar
timidino fosforilazés (TP) (Liu et al., 2018). Kitas atsparumo mechanizmas,
susijes su vaisty poky¢iais — jy inaktyvinimas (Marin et al., 2020). Fermentas
dihidropirimidino dehidrogenazé (DPD), katabolizuoja 5-FU iki neaktyvios
formos, tad jos kiekio ar aktyvumo padidéjimas sukelia atsparumg (Merloni
et al., 2019). 5-FU atspariose CRC lastelése padidéjes citochromo P450
izoformy 1A2 ir 2A6 (CYP1AZ2 ir CYP2AG6) kiekis inaktyvina 5-FU ir sukelia
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atsparumg (Untereiner et al., 2018). OxaPt yra inaktyvinama gliutatono
S-transferaziy, pavyzdziui, GSTA4 (Z. Zhang et al., 2022), GSTP1 (Y. Zhang
et al, 2018) ar GSTOl (Ramkumar et al., 2016). Atsparumg
chemoterapiniams vaistams gali sukelti ne tik paciy vaisty, bet ir jy taikiniy
poky¢iai (Marin et al., 2020). Atsparumg 5-FU sukelia jo taikinio TS
genetiniai pokyciai ar raiSkos padidéjimas (C. Yang et al., 2021, Kurasaka et
al., 2021).
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1.3 pav. Atsparumo 5-FU ir OxaPt mechanizmai, biidingi CRC lasteléms. TS — timidilato
sintazé, DPD - dihidropirimidino dehidrogenazé, TP — timidino fosforilazé, MTs -
metalotioneinai. Parengta remiantis Marin et al., 2020.

DNR reparacijos aktyvinimas. 5-FU ir OxaPt sukelia DNR pazaidas, dél
kuriy yra indukuojamas lastelés ciklo arestas ir apoptozé (Very et al., 2018).
Suaktyvéjusi DNR reparacija pasalina vaisty sukeltas DNR pazaidas ir taip
vézinés lastelés i§vengia vaisty sukelto citotoksinio poveikio (Jurkovicova et
al., 2022). Su atsparumu 5-FU yra susije DNR reparacijos baltymai XRCC2
(Zhang et al., 2017), ERCC6 (Zhao et al., 2017), MLH1 (Oliver et al., 2020),
XLF (Z. Liu et al., 2019) ar APE1 (Song et al., 2020). OxaPt atsparumu
pasizyminciose CRC lastelése padidéja Siy, su DNR reparacija susijusiy,
baltymy kiekis: ERCC1 (Sreekumar et al., 2021), CHK2 (Hsieh et al., 2022)
ar HSP110 (Causse et al., 2019).
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Programuotos lastelés ziaties slopinimas. Dar vienas atsparumo
chemoterapiniams vaistams mechanizmas — zities slopinimas. Tai gali vykti
dviem budais — inaktyvinant apoptoze skatinan¢ius baltymus ir/ar sumazinant
juraiska arba atvirksciai — padidinant apoptozg slopinanciy baltymy kiekj ir/ar
aktyvuma (Marin et al., 2020). Navika slopinantis baltymas p53, esant DNR
pazaidoms, sukelia Igstelés ciklo arestg ir galiausiai apoptozg, tad mutacijos,
jvykusios p53 koduojanc¢iame gene TP53, sukelia atsparumg (Hassin, Oren,
2023). Daznai CRC atveju TP53 gene nustatomos inaktyvinan¢ios mutacijos,
lemiancios atsparumga 5-FU ir OxaPt (Lei et al., 2021, Zhang et al., 2020). Su
atsparumu 5-FU taip pat yra susij¢ apoptoze skatinantys baltymai BAX ir BID,
kuriy raiska atspariose CRC lgstelése sumazéja (Manoochehri et al., 2014).
Vézinés lastelés gali ne tik sumazinti apoptozg indukuojanciy baltymy kieki,
bet ir atvirk$Ciai — aktyvinti signalinius kelius, slopinancius apoptoze ir
skatinancius i$gyvenima (Marin et al., 2020). Lastelés ciklo patikros tasko
kinazé CHK 1 dalyvauja ciklo aresto, DNR pazaidy patikros, DNR reparacijos
ir apoptozés reguliavime (Boudny, Trbusek, 2020). CHK1 raiskos
padidéjimas yra siejamas su atsparumu 5-FU ir OxaPt poveikiui (Fang et al.,
2018, Martino-Echarri et al., 2014). Atsparuma 5-FU poveikiui taip pat lemia
padidéjes apoptoze slopinanéiy baltymy aktyvumas ir/ar raiska, pavyzdziui,
BCL-2 (Wu et al., 2015), CIAP2 ir XIAP (Manoochehri et al., 2014). CRC
lastelése yra aktyviis NF-xB (Korber et al., 2016), NOTCH ar WNT/p-
katenino signaliniai keliai (He et al., 2018, Kukcinaviciute et al., 2018), kurie
skatina lasteliy iSgyvenimg ir yra siejami su atsparumu 5-FU ar OxaPt
poveikiui.

Véziniy lgsteliy fenotipiniai poky¢iai taip pat gali lemti atsparumg
chemoterapiniams vaistams (Marin et al., 2020). Vienas i$ fenotipy, lemianciy
atsparumg — vézio kamieninés lgstelés (CSC). CRC kamieniniy lgsteliy
(CRCSC) gebé¢jimas sustabdyti ciklg ir iSlikti ramybés biisenoje sukelia
atsparumg (Chen et al., 2022). Jprastai prieSvéziniai vaistai citotoksiskai
veikia intensyviai besidalijanéias Igsteles, o ramybés biisenoje esan¢ioms CSC
neturi jtakos, kurios véliau diferencijuoja ir atnaujina navika (Zhou et al.,
2021). Vézinéms lgsteléms kai kuriy CSC bruozy suteikia epitelinio-
mezenchiminio virsmo (EMT) indukcija (Filip et al., 2020). EMT lemia
iSgyvenimo signaliniy keliy sutrikimai, kamieniskumo Zymeny raiskos
padidéjimas ir mutacijos, jvykusios navikg slopinanciuose genuose, 0 Visa tai
gali sukelti atsparuma chemoterapiniams vaistams (De Las Rivas et al., 2021,
Tanabe et al., 2020). Su atsparumu 5-FU ir/ar OxaPt yra siejami Sie CSC
zymenys, kuriy raiska padidéja atspariose CRC Iastelése: CD133 (Lee et al.,
2015), CD262 (Meng et al., 2016), CD44 ir LGR5 (Pothuraju et al., 2020).
Lasteliy iSgyvenimg valdanéiy signaliniy keliy poky¢iai gali indukuoti EMT
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ir taip pat CRCSC vystymasi bei sukelti atsparumg prie$véziniams vaistams
(Marin et al., 2020). CRC lastelése, jgijusiose j CSC panaSiy poZymiy,
padidéja EGFR signalinio kelio aktyvumas, lemiantis atsparumg 5-FU ir
OxaPt (Qian et al., 2019). Su EMT indukcija ir atsparumu 5-FU ir OxaPt yra
susijes ir NOTCH signalinio kelio aktyvinimas, kurio molekuliy raiska, tokiy
kaip HESL1 (Sun et al., 2017), jagged-1 (Kim et al., 2019), ADAML17 (D. D.
Li et al., 2018), yra padidéjusi CRC lastelése. CRC Iastelése ubikvitinui
specifiné peptidazeé 22 (USP22) veikia per WNT/B-katenino signalinj kelig ir
palaiko lasteliy kamieniskumg ir atsparumag 5-FU poveikiui (Jiang et al.,
2018). Hedgehog signalinio kelio slopinimas sumazina CRC lasteliy
kamieniskuma ir padaro jas jautresnes 5-FU poveikiui (Usui et al., 2018).
Galiausiai Igsteliy fenotipui ir chemoterapiniam atsparumui jtakos turi ir
transkripcijos faktoriai (Marin et al., 2020). Padidéjusi transkripcijos
faktoriaus TWIST1 raiska (EMT Zymuo) CRC atveju skatina lgsteliy
proliferacijg ir padidina atsparuma 5-FU ir OxaPt (Zhu et al., 2015). Kitas
transkripcijos faktorius SOX2 palaiko CRC lasteliy kamieniSkuma, o
padidéjusi jo raiSka sukelia atsparumg 5-FU ir OxaPt poveikiui (Takeda et al.,
2018). Transkripcijos faktorius ZEB2 yra susijes su CSC plastiSkumu ir EMT,
0 jo kiekio padidéjimas lemia atsparuma 5-FU ir OxaPt (Francescangeli et al.,
2020).

1.4. Citokinai

Citokinai — mazi baltymai, kurie yra pagrindiniai imuninés sistemos
reguliatoriai, leidZiantys imuninéms lgsteléms bendrauti (Waldmann, 2018).
Tai dazniausiai sekretuojami baltymai, veikiantys autokriniskai ir
parakriniskai (Altan-Bonnet, Mukherjee, 2019). Imuninés sistemos sutrikimai
ir citokiny kiekio poky¢iai gali lemti naviko atsiradima (Shalapour, Karin,
2019). Citokiny raiSkos poky¢iai yra siejami ir su CRC progresija (J. Li et al.,
2020, Maryam et al., 2023). Vézinés lastelés sekretuoja citokinus, kurie
autokriniskai skatina paciy veéziniy lasteliy proliferacija, invazija, migracijg ir
atsparumg prie§véziniams vaistams. ParakriniSkai citokinai veikia naviko
mikroaplinkoje esancias lgsteles ir jas perprogramuoja. Taip vézinés lastelés
apsisaugo nuo sunaikinimo, kurj vykdo imuninés Iastelés, bei skatina
angiogeneze (Briukhovetska et al., 2021, Kartikasari et al., 2021, Propper,
Balkwill, 2022). Pagrindinés citokiny klasés, reguliuojancios naviko
vystymasi: interleukinai, interferonai, kai kurie naviko nekrozés faktoriaus
(TNF) superseimos nariai, chemokinai ir augimo faktoriai (Propper, Balkwill,
2022). Siame darbe nagrinéty citokiny reikimé ir raiskos pokyéiai CRC
lastelése apibendrinti 1.1 lenteléje.
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1.1 lentelé. Citokiny funkcijos CRC atveju

Citokinas Funkcijos

Saltinis

Raiska CRC lastelése padidéjusi lyginant su sveiku audiniu

ILla Skatina angiogenez¢, metastazes, citokiny raiska,
atsparuma, uzdegima, inhibuoja navika slopinanc¢iy
geny raiska

IL1B Skatina proliferacija, angiogenezg, metastazes,
atsparuma, véziniy lasteliy kamieniskuma

IL6 Skatina proliferacija, migracija, metastazes,
angiogenezg, citokiny raiska

IL7 Skatina iSgyvenima, proliferacija, citokiny raiska,

metastazes, atsparuma, slopina apoptoze

IL8 Skatina iSgyvenima, proliferacija, invazija,
metastazes, angiogenezg, atsparuma

IL13 Skatina proliferacijg, invazija, metastazes bei
slopina Ziit

IL32 Funkcijos priklauso nuo izoformos. Reguliuoja
proliferacija, invazija, migracija, angiogenezg, zitj,
citokiny raiska

CXCL1  Skatina angiogeneze, proliferacija, migracija,
slopina ziit

CXCL3  Skatina proliferacija, invazija, angiogeneze

CXCL4  Slopina angiogeneze, bet skatina naviko vystymasi
slopinant imuninj atsaka

CXCL5  Skatina angiogeneze, véziniy lasteliy proliferacija,
migracija, invazijg ir metastazes

CXCL10, Skatina proliferacijg, metastazes, slopina

CXCL11 angiogenezg

EGF Skatina véziniy lasteliy i§gyvenima, proliferacija,
invazijg, diferenciacija, metastazes, atsparuma,
slopina apoptozg

TNF Priklauso nuo salygy: gali indukuoti apoptozg,
nekroptoze, uzdegima ar iSgyvenima

(Cheng et al., 2021)

(Hai Ping et al., 2016,
Rebe, Ghiringhelli, 2020)
(Turano et al., 2021, Zeng
etal., 2017)
(Bednarz-Misa et al., 2019,
Krzystek-Korpacka et al.,
2017)

(Bazzichetto et al., 2022)

(Cao et al., 2016, Cui et al.,
2007)

(Sloot et al., 2018, Zhai et
al., 2019)

(Lukaszewicz-Zajac et al.,
2020)

(Cui et al., 2022)

(Deng et al., 2019, X. Yang
et al., 2021, Ortiz Zacarias
etal., 2021)

(C. Chenetal., 2019,
Kawamura et al., 2012)
(Tokunaga et al., 2018,
Zhang et al., 2021)
(Abdulla et al., 2021,
Martini et al., 2020)

(Al Obeed et al., 2014,
Moatti, Cohen, 2021)

RaiS§ka CRC lastelése sumaZzéjusi lyginant su sveiku audiniu

IL10 Gali skatinti arba slopinti CRC vystymasi, slopinti
imuning sistema

IL12A, Reguliuoja imuniniy lasteliy veiklg ir slopina

IL12B naviko vystymasi

IL18 Slopina naviko vystymasi, proliferacija

(Cacev et al., 2008, J. Li et
al., 2020, Wei et al., 2020)
(Mager et al., 2016,
Mirlekar, Pylayeva-Gupta,
2021)

(Cui et al., 2007, Feng et
al., 2020)

Néra duomeny apie raiSkos poky¢ius CRC atveju

CCL25 Slopina invazijg ir metastazes, susijgs su
atsparumu apoptozei ir vaistams, skatina lasteliy
proliferacija

(Korbecki et al., 2020, C.
Wang et al., 2018, B. Xu et
al., 2020)
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Vieni i$ pagrindiniy citokiny raiskos aktyvatoriy yra transkripcijos faktoriy
NF-kB Seimos nariai, kuriuos aktyvina jvairtis molekuliniai veiksniai, tame
tarpe ir patys citokinai, pavyzdziui, IL1B, TNFa, IL12, IL17, IL33, 0 NF-xB
indukuoja IL1a ir B, L2, IL6, IL8, IL12, IL17, TNFa, IFN- ir y, CCL5
koduojanciy geny raiska (Mussbacher et al., 2019). NF-xB baltymai yra
svarbis CRC vystymuisi, nes skatina véziniy Igsteliy iSgyvenima,
proliferacija, invazija, migracija, angiogeneze ir slopina apoptoze (Martin et
al., 2021, Patel et al., 2018). NF-kB indukuoja raiska geny, Kurie koduoja
apoptoz¢ slopinancius (BAG-1, BCL-2, BCL-xL, cFLIP, clAP2), bei
uzdegimg (TNFa, IL6, IL1P) ir angiogeneze skatinancius (HIF-1o, VEGF,
IL8) baltymus (Patel et al., 2018). Pastovus NF-kB aktyvumas CRC atveju
siejamas su vélesnémis vézio stadijomis, atsparumu ir prastu pacienty
iSgyvenimu (Vaiopoulos et al., 2013, Zhou et al., 2018).

Padidéjes NF-kB aktyvumas ir pasikeitusi citokiny raiSka lemia atsparuma
chemoterapiniams vaistams (Jones et al., 2016, Madden et al., 2020)
(1.2 lentelé). Padidéjes IL 1P kiekis etopozidui atspariose kasos véZio lastelése
apsaugo lasteles nuo vaisto poveikio, nes slopina kaspaziy-3/7/8/9 aktyvuma
(Muerkoster et al., 2006). CRC lasteliy mikroaplinkoje padidéjes IL1p kiekis
sukelia atsparuma 5-FU, nes slopina apoptozg bei lemia NF-kB inhibitoriaus
IxBa fosforilinimg ir jo degradacijg proteasomose, o tai sukelia NF-«xB
aktyvinima, bei didina IL8 sekrecija (Spagnardi et al., 2022). Padidéjes IL4 ir
IL10 baltymy kiekis MDR pasizyminciose skydliaukés vézio lastelése lemia
atsparumg cisplatinai, doksorubicinui ir taksoliui, nes didina apoptoze
slopinan¢iy BCL-2 ir BCL-xL baltymy kiekj (Stassi et al., 2003).
Enzalutamidui atspariose prostatos vézio lastelése IL6 aktyvina STAT3 ir
androgeno receptoriaus signalinius kelius, lemiancius véziniy Iasteliy
progresijg, metastazes ir atsparumg (Liu et al., 2014). Padidéjes IL6 ir IL8
kiekis kriities vézio lgstelése sukelia atsparumg doksorubicinui, 5-FU,
paklitakseliui ir vinkristinui. Siose lastelése taip pat yra padidéjes vaistus i3
lasteliy iSneSanciy nesikliy MDRI1 (ABCB1) ir MRP1 (ABCC1) baltymy
kiekis (Shi et al., 2012). Siy nesikliy kiekio padidéjimas yra siejamas su
citokiny kiekio padidéjimu (Du et al., 2018). Doksorubicinui atspariose CRC
lastelése padidéjes IL8 kiekis lemia nuo IKK-B (slopina IxBa) priklausomag
NF-xB (p65) aktyvinima, dél kurio yra indukuojama MDRI1 baltyma
koduojan¢io geno ABCBL1 raiska, sukelianti atsparumg (Du et al., 2018).
Uzdegimga skatinantis IL17 yra susije¢s su atsparumu cisplatinai, o jo kiekis yra
padidéjes CRC lgstelése lyginant su sveiku audiniu. CRC Igstelése 1L17
sumazina cisplatinos sukeltg citotoksiskumg, nes slopina apoptoze: didina
apoptoze slopinan¢iy p-AKT ir BCL-2 baltymy kiekj, bei mazina apoptoze
skatinan¢io BAX baltymo kiekj (Sui et al., 2019). SkrandZio vézio lgstelése
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padidéjes CCL2 kiekis sukelia atsparumg cisplatinai. CCL2 lemia sumaZzéjusj
Cc-PARPI1 aktyvuma, bet aktyvina PI3K-AKT-mTOR signalinj kelia, dél ko
yra slopinama lasteliy zatj sukelianti autofagija bei padidéja p62 kiekis. p62
toliau aktyvina NF-kB ir per teigiama griztamajj rysj didina paties CCL2 kiekij
(Xu et al., 2018). Krities vézio lagstelése padidéjgs CCLS kiekis lemia
atsparumg tamoksifenui. CCL5 aktyvina STAT3 signalinj kelia, Kuris
griztamojo rys$io kilpa didina paties CCL5 kiekj. CCL5-STAT3 signalinis
kelias slopina apoptoze didinant apoptoze slopinanciy baltymy BCL-2 ir
BCL-xL kiekj, bei mazinant PARP ir kaspazés-9 aktyvinima (Yi et al., 2013).
Apibendrinant — citokinai sukelia atsparumg slopindami apoptozg¢ arba
indukuodami vaisty i$neSimg vykdanéiy neSikliy raiskg ir iSgyvenima
skatinancius signalinius kelius (Jones et al., 2016, Madden et al., 2020).

1.2 lentelé. Citokiny sukeltas atsparumas prie§véZiniams vaistams

Citokinas Vézio tipas  Atsparumas  Mechanizmas Saltinis

IL1B Kasos Etopozidui Kaspaziy-3/7/8/9 (Muerkoster et al.,
aktyvumas | 2006)

IL1B Kolorektalinio 5-FU Apoptoze | (Spagnardi et al.,
NF-xB 1 2022)
IL8 sekrecija 1

IL4, IL10 Skydliaukés MDR Apoptozé | (Stassi et al., 2003)

IL6 Prostatos Enzalutamidui STAT3 7ir AR 1 (Liu etal., 2014)

IL6, IL8  Krities MDR MDRI 1 (Shi etal., 2012)
MRP1 1

IL8 Kolorektalinio Doksorubicinui NF-kB 1; (Du et al., 2018)
MDRI 1;

IL17 Kolorektalinio Cisplatinai Apoptozé | (Sui et al., 2019)

CCL2 SkrandZio Cisplatinai Apoptoze ir autofagija |  (Xu et al., 2018)
p62-NF-xB 1; CCL2

CCL5 Kraties Tamoksifenui  Apoptozé | (Yietal., 2013)
STAT3 1

1 — kiekio/proceso didéjimas/aktyvinimas; | — kiekio/proceso mazéjimas/slopinimas.
AR — androgeno receptoriaus signalinis kelias.

1.5. Serpinai

Serino proteaziy inhibitoriai (serpinai) yra gausiausia proteaziy inhibitoriy
grupés superSeima. Jie yra svarbiis angiogenezés, uzdegimo reguliacijai,
audiniy persitvarkymui, gali kontroliuoti programuota lgsteliy ziitj ar lasteliy
vystymasi. Sutrikusios serpiny funkcijos yra siejamos su jvairiomis ligomis,
tame tarpe ir su véziu (Maas, de Maat, 2021, Mkaouar et al., 2019). Serpinai
pasizymi panaSia strukttira, kurig sudaro trys -klostés, aStuonios-devynios
a-spiralés ir aktyvioji centro kilpa, kuri specifiSkai reguliuoja proteaziy
prijungimg ir slopinimg. Serpinai proteazes slopina negrjztamai. Slopinimo
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metu proteazé hidrolizuoja serpino aktyvigja centro kilpg, 0 tai lemia
konformacinius pokycius abiejose molekulése, dél kuriy susidaro stabilus
serpino-proteazés kompleksas (Marijanovic et al., 2019). Visi serpinai,
i8skyrus B grupe, yra sekretuojami ir veikia ECM, o B grupés serpinai neturi
sekrecijai bitinos N-galo signalinés sekos, todél yra vidulasteliniai (Askew,
Silverman, 2008, Paczek, Mroczko, 2022). Serpinai pagal funkcijas yra
skirstomi j slopinancius ir $ia funkcija nepasizyminéius serpinus (Sanrattana
et al., 2019, Wilkinson, 2021). Siame darbe tirti serpinai E1, E2, Bl ir B5.

Serpinas E1 (SE1), dar kitaip vadinamas plazminogeno aktyvatoriaus
inhibitorius-1 (PAI-1) — labiausiai iStirtas serpinas vézio kontekste (Paczek,
Mroczko, 2022). SEI taikiniai yra audiniy (tPA) ir urokinazés (uPA)
plazminogeno aktyvatoriai (Wilkinson, 2021). tPA ir uPA ECM esantj
plazminogena vercia aktyviu plazminu, kuris skaido ECM. Plazminogeno
aktyvatoriai (tPA ir uPA), inhibitoriai (SE1 ir SB1) bei receptoriai sudaro
plazminogeno aktyvinimo sistemg. Sios sistemos nariy raiskos pokyéiai
vézinése lastelése keicia naviko mikroaplinka ir palaiko augimag skatinancius
signalus. Plazminogeno aktyvinimo sistema turi jtakos véziniy lasteliy
augimui, invazijai, metastazavimui ir chemoterapiniy vaisty sukeltam
atsparumui (Bharadwaj et al., 2021). Nors SE1 slopina plazminogeno virtimg
plazminu ir ECM persitvarkyma, jo kiekio padidéjimas vézinése lastelése
daznai koreliuoja su bloga véziu serganciy pacienty baigtimi. SE1 skatina tam
tikry tipy naviky vystymasi, nes yra svarbus lagsteliy migracijai, invazijai,
proliferacijai ir kraujagysliy susidarymui (Kubala, DeClerck, 2019, S. Li et
al., 2018). CRC atveju SEI kiekis yra padidéjes ir dar labiau iSauga esant
metastazéms, o jo raiSkos nuslopinimas sumazina lgsteliy gyvybinguma (Chen
et al., 2015). SEI skatindamas ECM metalo proteinazés 13 (MMP-13) raiska
ir sekrecijg osteosarkomos Iastelése skatina jy invazijg ir metastazavimg
(Hirahata et al., 2016). SE1 per PI3K/AKT signalinj kelig skatina galvos ir
kaklo vézio lasteles migruoti ir padaro jas atsparias cisplatinos sukeltai
apoptozei (Pavon et al., 2015). Taip pat SE1 per CCL5/CCRS signalinj kelig
indukuoja trigubai neigiamy kriities vézio Iasteliy migracija (W. Zhang et al.,
2018). Esant hipoksinéms salygoms HIF-2a didina SE1 kiekj, kuris
mazindamas plazmino kiekj indukuoja angiogeneze (Geis et al., 2015). Paties
SE1 raiska yra reguliuojama jvairiy veiksniy, kurie taip pat prisideda prie
naviko vystymosi: augimo faktoriy (EGF, TGF-p), citokiny (IL6, TNFa,
IL1a) ar tam tikry streso veiksniy, pavyzdziui, hipoksijos (HIF-1a) (S. Li et
al., 2018).

Serpino E2 (SE2), dar vadinamo proteaze neksinu-1 (PN-1), pagrindiniai
taikiniai yra trombinas, tPA ir uPA (Wilkinson, 2021). Fiziologiskai SE2 yra
svarbus angiogenezei, ECM persitvarkymui ir kraujo kre$éjimui (Monard,
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2017), o vézinése lastelése — metastazavimui, invazijai, proliferacijai,
angiogenezei ir apoptozei (Y. Yang et al., 2018). SE2 kiekis yra padidéjes
daugelyje naviky, tame tarpe ir CRC (Y. Yang et al., 2018). CRC atveju SE2
kiekis yra padidéjes lastelése, turin¢iose mutacijas KRAS arba BRAF genuose.
RAS/RAF/MEK/ERK signalinis kelias, kurio dalyviai yra KRAS ir BRAF,
indukuoja SE2 raiska. CRC Iastelése SE2 yra susijes su lasteliy proliferacija,
invazija ir migracija (Bergeron et al., 2010). SE2 taip pat yra susij¢s su
atsparumu prie$véZiniams vaistams bortezomibui ir doksorubicinui bei didina
lastelés ciklo baltymy ciklino D1 ir CDK4 kiekj osteosarkomos lastelése
(Mao, Wang, 2016). SE2 turi jtakos DNR reparacijai taip prisidédamas ir prie
plauciy vézio lasteliy atsparumo radioterapijai, be to, yra svarbus siy lasteliy
invazyvumui ir metastazavimui (J. Zhang et al., 2022). Kriities vézio lastelése
EGF/PKC/MAPK/EGR1 signalinio kelio aktyvinimas didina SE2 kiekj, kuris
skatina $iy lasteliy invazija, migracijg ir kamieniskuma (Tang et al., 2019).

Serpino B1 (SB1), dar kitaip vadinamo leukocity elastazés inhibitoriumi,
taikiniai yra neutrofily elastaz¢, katepsinai G ir L bei proteinazé-3 (Wilkinson,
2021). SBI neturi sekrecinés signalinés sekos todél yra citoplazminis
baltymas (Pemberton, 2020). SB1 daZniausiai yra ekspresuojamas imuniniy
lasteliy nors jo raiska nustatoma ir kity tipy lastelése (Torriglia et al., 2017).
Pagrindiné SB1 funkcija — apsaugoti lasteles nuo streso metu j citoplazma
i8siliejusiy proteaziy, kurios gali sukelti uzdegimga ir lgsteliy zatj (Majewski
et al., 2016) SB1 slopina uzdegimines kaspazes-1, 4 ir 5, kurios indukuoja
lasteliy zutj — piroptozg. SB1 kaspazes slopina ne per aktyviojo centro kilpa,
0 per C-gale esantj CARD domeng prijungiantj motyva (Choi et al., 2019).
Kita lasteliy zitis, kurig gali indukuoti SB1 — nuo kaspaziy nepriklausoma
apoptoze. Jos metu SB1 yra hidrolizuojamas, virsta endonukleaze L-DNaze
I1, kuri keliauja j branduolj ir skaido DNR (Jaadane et al., 2014, Torriglia et
al., 2017). SBI1 raiska yra nustatoma ir vézinése lgstelése, taéiau duomeny apie
jo reikdme vézio vystymuisi néra daug. Zinoma, kad SB1 kiekis yra sumazéjes
prostatos (Lerman et al., 2019), gliomos (Huasong et al., 2015) atvejais, o tai
skatina véziniy lgsteliy proliferacija, invazijg ir migracija.

Serpinas B5 (SB5), dar zinomas kaip maspinas, yra netipinis, slopinimo
funkcijy neatliekantis serpiny Seimos narys (Bodenstine et al., 2012,
Wilkinson, 2021). Kitaip nei proteazes slopinantys serpinai, SB5 turi
sutrumpéjusiag hidrofobing RCL, todél negali prisijungti proteaziy (Gurzu,
Jung, 2021). SB5 yra ckspresuojamas daugelyje audiniy ar organy, o
navikuose jo rai$ka gali bati tiek padidéjusi, tiek sumazéjusi (Banias et al.,
2019). Padidéjusi SB5 raiSka nustatyta CRC, kasos, tulzies pislés ir
skydliaukés, o sumazejusi — kriities, prostatos, skrandzio ir melanomos vézio
atvejais (Q. Yang et al., 2018). Vézinése lastelése SB35 raiSkg gali indukuoti
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TGF-1 nuo SMAD?2/3 priklausomu ir nuo SMAD nepriklausomais
signaliniais keliais per p38-MAPK ir MEK1/2 (Wongnoppavich et al., 2017).
SB5 geno raiska aktyvina ir PTEN-p53, kurie jungiasi prie SB5 geno
promotoriaus (Collaud et al., 2015, Lin et al., 2019).

Fiziologinémis salygomis SBS5 palaiko normalig Iasteliy homeostaze,
slopina lasteliy invazija ir angiogeneze, reguliuoja apoptoze, adhezija, atsaka
1 oksidacinj stresa, palaiko proteasomy funkcijas, slopina uPA ir tPA, o
vézinése lastelése moduliuoja lasteliy migracija, invazija, adhezija, apoptoze
ir angiogeneze¢ (Chen, Yates, 2006, Gurzu, Jung, 2021). SB5 funkcijos
priklauso nuo jo lokalizacijos. Jis gali buti ECM, plazminéje membranoje,
citoplazmoje, branduolyje ar sekrecinése puslelése (Gurzu, Jung, 2021). SB5
funkcijos apibendrintos 1.4 pav.

Tarplasteliniame uZzpilde SBS5 prisijungia prie i§ uPA ir jo receptoriaus
(uPAR) sudaryto komplekso, o tai lemia komplekso internalizacija. D¢l to
sumazéja aktyvaus plazmino kiekis ir 1asteliy migracija, nes plazminas skaido
ECM ir didina lasteliy judruma (Fortenberry, 2015). Vézinése lastelése uPA-
uPAR kompleksas sgveikauja su integrinais ir aktyvina vidulgstelinius
signalinius kelius, skatinanCius lgsteliy migracija, proliferacija, iSgyvenima,
angiogenez¢ ir ECM degradacija. Padidéjusi SBS koncentracija ECM lemia
Siy procesy slopinimg (Fodor et al., 2020).

Citoplazmoje SBS5 oksidacinio streso metu sgveikaudamas su glutationo-
S-transferaze (GST) didina jos aktyvumg ir mazina ROS kiekj (Gurzu, Jung,
2021, Yin et al., 2005). Lasteléje atsiradus apoptoze skatinanéiy signaly SB5
i§ citozolio gali biti perkeltas | mitochondrijas. Jose SB5 konkuruoja su
citochromu ¢, esanéiu ant vidinés mitochondrijos membranos, ir su didesniu
afiniSkumu prisijungia prie fosfolipido — kardiolipino. SB5 prie neigiama
kriivj turin¢io kardiolipino jungiasi per savo teigiamai jkrautg regiona,
sudarytg i§ lizino liekany. Laisvas citochromas ¢ patenka j citozolj ir
indukuoja apoptoze (Mahajan et al., 2019). SB5 gali indukuoti apoptozg ir per
histony deacetilazés 1 (HDACI) slopinimg. HDACI1 deacetilina apoptoze
slopinantj baltyma KU70, kuris yra prisijunggs apoptoze¢ skatinantj baltyma
BAX. HDACI slopinimas lemia KU70 acetilinimg ir BAX disociacijg, jo
translokacijg j mitochondrijas ir apoptozés indukcija (Lee et al., 2012).

Branduolyje esantis SB5 yra susijes su geny raiskos reguliacija (Reina et
al., 2019). SB5 yra mazas 42 kDa baltymas, kuris j branduolj gali patekti
pasyvia difuzija per poras, be to turi branduolio lokalizacijos seka (NLS)
(Reina et al., 2019). NLS yra dalinai paslépta, tad SB5 pernasai j branduolj
reikalingi konformaciniai poky¢iai, kuriuos sukelia SB5 tirozino lickany
fosforilinimas. SB5 fosforilinimas priklauso nuo EGF-EGFR aktyvinamy
signaliniy keliy — PI3K-AKT ir JAK2-STAT3 (Longhi et al., 2021).
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Branduolyje SBS5 gali jungtis prie naviko progresijai svarbiy geny CSF-1,
ESRRA (Goulet et al., 2011) ir androgeno receptoriaus (Tang et al., 2020)
promotoriy ir slopinti jy raiska. SB5 reguliuoja geny raiSka tiesiogiai
prisijungdamas ir slopindamas HDACI, kurio taikiniais véZinése lastelése gali
bati ciklinas D1, p21, MMP9 ir vimetinas (Li et al., 2006, Lin et al., 2019,
Tamazato Longhi et al., 2016).
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1.4 pav. Serpino B5 (SB5) raiSkos indukcija ir funkcijos. SB5 lokalizuojasi branduolyje,
citoplazmoje ir tarplasteliniame uzpilde (ECM). Pastorintu Sriftu nurodyti baltymai, kuriy
koduojanciuose genuose CRC atveju dazniausiai jvyksta mutacijos. Cit ¢ — citochromas c,
Ac — acetilinimas, P — fosforilinimas. Parengta remiantis Lin et al., 2019, Wongnoppavich
et al., 2017, Collaud et al., 2015, Fodor et al., 2020, Gurzu, Jung, 2021, Mahajan et al.,
2019, Lee et al., 2012, Longhi et al., 2021, Goulet et al., 2011, Tang et al., 2020.

1.6. Autofagija
1.6.1. Autofaginiy membrany biogenezé

Makroautofagija (toliau autofagija) — tai eukariotiniy Iasteliy homeostazés
palaikymo procesas, kurio metu vidulgsteliniai komponentai, tokie kaip
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organelés, baltymy agregatai, patogenai, makromolekulés, yra apgaubiami
dviguba membrang turin¢iy pusleliy ir nuneSami j lizosomas degradacijai
(S. Kumar et al., 2021). Fiziologinémis saglygomis autofagija vyksta baziniu
lygiu, kuris skiriasi tarp lasteliy tipy. Bazinés autofagijos metu yra
suskaidomos nereikalingos organelés, ilgai gyvuojantys baltymai, palaikoma
bendra Igsteliy homeostazé (Klionsky et al., 2021). Evoliuciskai autofagijos
paskirtis yra apsaugoti lastele nuo nepalankiy salygy, pavyzdziui, maisto
medziagy truikumo, oksidacinio streso, hipoksijos ar patogeny invazijos (X. Li
et al., 2020).

Aktyvinus autofagija fagoforo surinkimo vietoje, kuri yra ant siurks¢iojo
endoplazminio tinklo (ET), susidaro maZos ploks¢ios membraninés
struktiiros, vadinamos fagoforais. Toliau fagoforai tjsta, apvaléja — susidaro
omegasomos, kurios didédamos apgaubia citoplazminj turinj. Omegasomos
didéja tol, kol uzsidaro susidarant dviguba membrang turin¢ioms piisleléms —
autofagosomoms. Autofaginés membranos susidaro i§ ATG9 baltyma turinciy
pusleliy, kuriy Saltinis yra kitos membraninés organelés: plazminé membrana,
GoldZio kompleksas, mitochondrijos, endosomos ir ET. Autofagosomoms
susiliejus su lizosomomis susidaro autolizosomos. Galiausiai autolizosomy
turinys kartu su vidine membrana yra suskaidomi lizosomy hidrolaziy, o
hidrolizés produktai yra grazinami atgal j citoplazmg ir panaudojami naujy
molekuliy ar organeliy atnaujinimui (Dikic, Elazar, 2018).

Pagal molekulinius mechanizmus autofagija yra skirstoma j kelias stadijas:
1) iniciacija, 2) fagoforo uzuomazgos susidaryma, 3) fagoforo/omegasomos
elongacija, 4) autofagosomos susidaryma, 5) susiliejima su lizosomomis ir
6) krovinio suskaidyma. Autofagija inicijuoja ULK kinazés kompleksas,
sudarytas i§ ATG13, FIP200, ATG101 ir ULK1 arba ULK2 baltymy. Esant
jprastoms sglygoms pagrindinis autofagijos inhibitorius mTORCI1 fosforilina
ATG13 ir ULK1/2, taip slopindamas iniciacija. Aplinkoje atsiradus autofagija
skatinantiems signalams mTORCL1 yra slopinimas ir susiformuoja baltymy
platforma, sudaryta i§ ULK kompleksy, kurie pritraukia ATG baltymus ir juos
fosforilina. ULK kompleksas tiesiogiai fosforilina ATG4B, ATG9, ATG14 ir
Kitus su autofagija susijusius baltymus, kurie yra svarbiis autofagosomy
biogenezei. Antrai autofagijos stadijai — fagoforo membranos uzuomazgos
susidarymui yra svarbus III klasés fosfatidilinozitol-3-kinazés kompleksas
(PIBKC3), sudarytas i§ VPS34 (PIK3C3), VPS15 (PIK3R4), Beclin-1 ir
ATG14 baltymy. Sis kompleksas fagoforo membranoje esantj
fosfatidilinozitolj ver¢ia j fosfatidilinozitolio 3-fosfatg (PI3P), kuris pritraukia
autofagosomy biogenezei svarbius baltymus. Prie PI3P prisijungia DFCPL ir
WIPI1-4 baltymai, kurie skirtingu afiniSkumu pritraukia ATG2.
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1.5 pav. Autofagosomy biogenezé. LC3 — pirminé LC3 forma, LC3-I — citoplazminé LC3
forma, LC3-1l — prie autofagosomy membrany prijungta lipidiné LC3 forma, PI3P —
fosfatidilinozitolio 3-fosfatas, PE — fosfatidiletanolaminas. Parengta remiantis Dikic, Elazar,
2018 ir Xu et al. 2020.

Fagoforo elongacijai yra svarbios dvi | ubikvitino sistema panaSios
baltymy sistemos: ATGI12 ir LC3. Vienos i§ $iy sistemy veikimo metu, j
ubikviting panasus baltymas ATG12 sudaro izopeptidinj rysj su ATGS5. Sig
reakcija vykdo El tipo fermentas ATG7 ir E2 tipo fermentas ATGI0.
Galiausiai du ATG5-ATG12 konjugatai prisijungia prie ATG16L1 duplekso
ir susidaro SesSiy baltymy kompleksas (ATG16L1 kompleksas), kuris per
ATGI16L1 jungiasi priec WIPI baltymo, esancio ant fagoforo membranos.
ATG16L1 kompleksas atlieka E3 tipo fermento funkcija prijungiant LC3
baltyma prie autofaginése membranose esanc¢io fosfatidiletanolamino (PE).
Antrosios j ubikvitino sistema panasios autofaginiy baltymy sistemos veikimo
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metu PE yra kovalenti$kai prijungiamas prie ATGS8 $eimos baltymy, kuriems
priklauso LC3 ir GABARAP baltymai. Pirmiausia ATGS8 Seimos baltymai C
gale yra hidrolizuojami ATG4 proteazés, kad bity atidengta glicino lickana.
Tada ATG7, ATG3 ir ATG16L1 kompleksas, veikdami vienas paskui kita,
prijungia ATGS8 Seimos baltymus prie fagoforo membranoje esancio PE
amino grupés. Autofaginése membranose esantys ATG8 Seimos baltymai yra
svarblis autofagosomos susidarymui, susiliejimui su lizosomomis ir
selektyvios autofagijos receptoriaus pazyméto krovinio atpaZinimui
(1.7 skyrius) (Hansen et al., 2018, X. Li et al., 2020, Nakatogawa, 2020, J. L.
Xu et al., 2020). Autofagosomy biogenezés schema pavaizduota 1.5 pav.

1.6.2. Autofagijos reikSmé véziui ir atsparumui

Autofagija atlieka dviguba vaidmenj vézio vystymesi (Lim et al., 2021,
Singh et al., 2018). Kol lastelés yra sveikos, autofagija jvairiais mechanizmais
slopina lasteliy transformacija j vézines (Rybstein et al., 2018). Vienas i§
apsaugos mechanizmy yra pazeisty mitochondrijy pasalinimas, kurios yra
pagrindinis ROS Saltinis. ROS pazeidzia jvairias makromolekules (baltymus,
lipidus bei DNR) ir vietoj lasteliy zaties gali bati indukuojamas naviko
vystymasis (Laura et al., 2015). ROS taip pat skatina uzdegimo molekuliy,
tokiy kaip IL1p ar IL18, sekrecija (Checa, Aran, 2020), o tai taip pat gali daryti
teigiama jtaka vézio vystymuisi (1.4 skyrius). Dar vienas autofagijos budas
apsaugoti sveikas lasteles — patogeny pasalinimas. Virusai, kurie integruoja
savo DNR j Seimininko genoma ir pakeicia svarbius signalinius kelius, yra
vadinami onkovirusais. Jie gali pakeisti lgstelés proliferacijos, diferenciacijos
signalinius kelius, turéti jtakos genominiam stabilumui, apoptozei ar
imuniniam atsakui, o §iy procesy sutrikimai indukuoja vézio vystymasi
(Suares et al., 2021). Autofagija taip pat pasalina genominj nestabiluma
sukeliancius veiksnius, tokius kaip mikrobranduolius (Bartsch et al., 2017),
endogeninius retrotranspozonus (Frankel et al., 2017) ir pazeista DNR
turinCius chromatino fragmentus (Han et al., 2020). Be to, autofagijos metu
yra suskaidomos uzdegimg skatinancios molekulés ir tai neleidzia vystytis
létiniam uzdegimui, kuris yra stiprus onkogenezg¢ skatinantis veiksnys (Zhong
et al., 2016).

Nors autofagija slopina naviko vystymasi sveikose lgstelése, taciau joms
tapus vézinéms, autofagija padeda prisitaikyti prie nepalankiy salygy ir
iSgyventi (Chavez-Dominguez et al., 2020, Towers et al., 2020). VéZinése
lastelése metabolizmas pakinta taip, kad greitai augancios lastelés galéty
apsirtipinti ATP bei kitomis molekulémis, kurios yra buitinos makromolekuliy
biosintezei (Lasche et al., 2020). Metabolizmo poky¢iams svarbi autofagija,

33



nes jos substratai yra jvairiis, o degradacijos produktai gali biiti panaudoti
daugelyje metaboliniy keliy. Pavyzdziui, angliavandeniy ir DNR skaidymas
padidina glikolizés substraty kiekj, o baltymy ir lipidy — Krebso ciklo.

1.3 lentelé. Autofagijos reikSmé atsparumui.

Lasteliy linija  Atsparumas  Autofagija* Slopinimas** Saltinis
Plaudiy vézys
A549 Cisplatinai 1 WO, CQ, 3-MA, (W. Li etal., 2020)
ATGS5|, Beklinas-1]|
SPC-Al Docetakseliui - ATGI2] (Pan et al., 2015)
NCI-H23 Paklitakseliui 1 Beklinas-1| (W. Liu et al., 2019)
Nosiaryklés vézys
CHE-1, HNE-1 Taksoliui 1 3-MA, Beklinas-1]  (Song et al., 2017)
CHE-1, HNE-1 Cisplatinai, - Bafilomicinas A (Liu et al., 2015)
Nedplatinai
Osteosarkoma
MG63, U20S  Cisplatinai i 3-MA (Jiang et al., 2017)
MG63 Cisplatinai 1 Beklinas-1| (Wu et al., 2014)
Kriities vézys
MDA-MB-231, Taksoliui - CQ (R. X. Wang et al.,
MDA-MB-468 2019)
MDA-MB-231, Epirubicinui 1 CQ, ATG5|, ATG7| (Chittaranjan et al.,
SUM159PT 2014)
MDA-MB-231 Paklitakseliui, 1 Spautinas-1, FIP200|, (Wen et al., 2015)
Epirubicinui, ATG13]
Cisplatinai
MDA-MB-468, 5-FU, 0 Bafilomicinas A, (C.K. Das et al., 2018)
BT-549 Doksorubicinui ATG5]|
Gimdos kaklelio vézys
HelLa Paklitakseliui 1 3-MA, ATG7| (Peng et al., 2014)
Skrandzio vézys
SGC7901 Vinkristinui, CQ, ATGI12| (Anetal., 2015)
5-FU, )
Cisplatinai
Glioblastoma
lI_J;E;lZ,gUBZ Temozolomidui - CQ (Golden et al., 2014)
Kolorektalinis véZys
DLD1 5-FU - 3-MA, ATG7| (Li et al., 2010)
HCT8 5-FU 1 CQ (M. Wang et al., 2018)
HCT116, SW480 OxaPt 0 CQ (H. Wang et al., 2021)

* Autofagijos lygis atspariose lastelése lyginant su jautriomis.

** Autofagijos slopinimas, didinantis lasteliy jautruma vaistams.

1 — autofagijos aktyvinimas; | — autofagijos baltymy kiekio mazinimas.

Inhibitoriai: WO — vortmaninas, CQ — chlorokvinas, 3-MA — 3-metiladeninas, bafilomicinas A;
spautinas-1. Inhibitoriy veikimo mechanizmai pateikti 1 pr. 1 pav.
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Autofagija vézinéms lgsteléms suteikia didziulj metabolinj plastiSkumg ir
gebéjimg prisitaikyti prie energijos bei maisto trikumo, hipoksijos ir kity, su
metabolizmu susijusiy, neigiamy salygy (Chavez-Dominguez et al., 2020,
Kimmelman, White, 2017). Jei vézinése lastelése autofagija vyksta
netinkamai, jose kaupiasi ROS ir pazeistos organelés, sulétéja riebaly rigsciy
oksidacija, glikolizé, paZeistos DNR skaidymas, sumazéja ATP ir nukleotidy
kiekis (Guo et al., 2016, Poillet-Perez et al., 2019). Autofagijos jtaka
vézinéms lastelémis skiriasi tarp skirtingy vézio tipy. Vézinése lastelése,
kuriose RAS-RAF-MEK-ERK signalinis kelias yra suaktyvéjes, yra
jautresnés autofagijos slopinimui (Bryant et al., 2020, Kinsey et al., 2019).
Pavyzdziui, jvairiose vézinése lastelése, tame tarpe ir HCT116, turinCiose
mutavus] KRAS geng, bazinés autofagijos lygis yra padidéjes, o autofagijos
proceso slopinimas sukelia Igsteliy zitj ir slopina naviky augima (Guo et al.,
2011).

Autofagija yra susijusi ne tik su véziniy lagsteliy gebéjimu isgyventi, bet ir
su atsparumu chemoterapiniams vaistams (Ho, Gorski, 2019). Yra zinoma,
kad autofagija suintensyvéja vaistams atspariose vézinése lastelése,
pavyzdziui, plaué¢iy (W. Li et al.,, 2020), skrandzio (An et al., 2015),
kolorektalinio (H. Wang et al., 2021) ir kt., o jos slopinimas padaro Igsteles
jautresnes vaisty poveikiui (1.1 lentelé). Padidéjes autofagijos aktyvumas yra
susijes su apoptoze skatinan¢iy molekuliy raiSkos mazinimu (C. K. Das et al.,
2018, Jiang et al., 2017), autofagijoje dalyvaujanciy baltymy skaidymo
proteasomose slopinimo (H. Wang et al., 2021) arba autofagijos geny raiskos
didinimo epigenetiskai (M. Wang et al., 2018). Apibendrinti duomenys apie
autofagijos svarbg jgytam atsparumui pateikti 1.3 lenteléje.

1.7. Selektyvi autofagija ir p62 funkcijos

Priklausomai nuo krovinio patekimo j autofagosomg molekulinio
mechanizmo autofagija gali bati skirstoma j neselektyvig arba selektyvia
(Gatica et al., 2018). Neselektyvios autofagijos metu citoplazmos
komponentai, esantys Salia besiformuojancios autofagosomos, atsitiktinai
patenka j jos vidy ir yra suskaidomi. Tokiu biidu yra palaikoma homeostazé.
Vykstant selektyviai autofagijai kroviniai yra parenkami specifiskai, taip
palaikant organeliy kiekj ir kokybe bei apsaugant lgsteles nuo baltymy
agregaty ar patogeny (Gubas, Dikic, 2022). Kroviniais gali biiti baltymy
agregatai, peroksisomos, mitochondrijos, ET, lizosomos, branduolys, Goldzio
kompleksas, proteasomos, ribosomos, lipidy laseliai, vidulasteliniai patogenai
ar makromolekulés (Beese et al., 2019, Chang, Yang, 2022, Gatica et al.,
2018). Juos atpazjsta tam tikri baltymai — autofagijos receptoriai, kurie
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specifiskai prisijungia prie krovinio ir jj nukreipia j autofagosomas.
Autofagijos receptoriai pasizymi dviem pagrindinémis savybémis: krovinio
atpazinimu ir geb&jimu prisijungti prie autofaginiy membrany per ATGS8
Seimos baltymus (LC3, GABARAP). Receptoriai prie LC3 jungiasi per su
LC3 sgveikaujantj regiong (LIR), o priec GABARAP — su GABARAP
sgveikaujan¢iu motyvu (GIM) (Kirkin, Rogov, 2019). Pagal krovinio
atpazinimg receptoriai skirstomi j du tipus: prie ubikvitino prisijungiantys
receptoriai (p62/SQSTM1, NBR1, CALCOCQO?2) ir organeliy receptoriai
(BNIP3, NIX/BNIP3L, FAM134B) (Gatica et al., 2018).

Autofagijos receptorius p62, kuris dar vadinamas SQSTMI, atpazjsta
ubikvitilintus krovinius: pazeistas mitochondrijas, agregavusius baltymus bei
1 lasteles patekusias bakterijas (Sanchez-Martin et al., 2019). Lastelei patiriant
stresa p62 koduojancio geno SQSTMLI raiska yra indukuojama transkripcijos
faktoriy: esant oksidaciniam stresui — NRF2 (Vomund et al., 2017), uzdegimo
atveju — NF-xB (Sultana et al., 2021), o metabolinio streso metu — MiT/TFE
(M. Yang et al., 2018).
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1.6 pav. Baltymo p62 domenai ir funkcijos. Schemoje pateiktos p62 potransliacinés
modifikacijos ir jas jvedantys baltymai bei su p62 saveikaujantys baltymai ir jy reguliuojami
signaliniai keliai ar procesai. NLS1/2 — branduolio lokalizacijos seka, NES — i$nesimo i3
branduolio seka, K — lizinas, S — serinas, C — cisteinas, T — tirozinas, D — aspartatas, Ub —
ubikvitilinimas, P — fosforilinimas, SH — disulfidinio tiltelio susidarymo vieta, (d)Ac —
(de)acetilinimas, Casp-1/8 — kaspazé-1/8. Parengta remiantis Hennig et al., 2021.

p62 yra susijes ne tik su autofagija, bet ir su kitais procesais, tokiais kaip
proliferacija, uzdegimas, apoptozé ar diferenciacija, kuriuos reguliuoja
mMTOR, NF-«xB ir NRF2 (Hennig et al., 2021). p62 daugiafunkciskuma lemia
jvairGs domenai: N-galo Phoxl ir Bemlp domenas (PB1), cinko pirSty
motyvas (ZZ), TRAF6 prijungiantis motyvas (TB), su LC3 saveikaujantis
regionas (LIR), su Keapl sgveikaujantis regionas (KIR) ir su ubikvitinu
susijes domenas (UBA). p62 taip pat turi dvi branduolio lokalizacijos sekas ir
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vieng i8nesimo i§ branduolio seka (Hennig et al., 2021, Sanchez-Martin et al.,
2019). Kadangi p62 yra susijes ne tik su autofagija, bet ir kitais lastelei
gyvybiskai svarbiais procesais, jo aktyvumas yra grieztai valdomas (Hennig
etal., 2021). Tam yra svarbios potransliacinés modifikacijos: ubikvitilinimas,
fosforilinimas, acetilinimas, proteolitinis skélimas ir disulfidiniy tilteliy
susidarymas (Berkamp et al., 2021). p62 domenai, su jais saveikaujantys
baltymai, jy reguliuojami signaliniai keliai ar procesai bei potransliacinés
modifikacijos ir jas jvedantys baltymai apibendrinti 1.6 pav.

Selektyvi autofagija. Baltymo N-gale esantis PB1 domenas yra svarbus
p62 oligomerizacijai, kuri aktyvina jo prisijungima prie ubikvitilinty taikiniy
bei fagoforo membranos (Wurzer et al., 2015). Oligomerizacijg slopina PB1
domeng ubikvitilinanti ubikvitino ligazé TRIM21 (Pan et al., 2016) bei mazos
nekoduojan¢ios VRNR1-1 (angl. vault RNA1-1) prisijungimas prie ZZ
domeno (Horos et al., 2019). Esant oksidaciniam stresui p62 molekuléje tarp
Cys105 ir Cys113 susidaro tarpmolekuliniai disulfidiniai tilteliai, kurie
skatina p62 oligomerizacijg ir p62 dalyvavima autofagijoje (Carroll et al.,
2018). p62 savo taikinius atpazjsta ir prie jy prisijungia per UBA domeng
(Lee, Weihl, 2017). Toksisky baltymy sukeltas stresas indukuoja Ser407
fosforilinima, kuris lemia UBA domeno atidengimg ir ubikvitilinty baltymy
prijungimg, 0 sekantis Ser407 fosforilinamas padidina prisijungimo prie
ubikvitino afiniskuma. (Lim et al., 2015, Sanchez-Martin et al., 2019). UBA
domeno Lys420 ir Lys435 acetilinimas skatina nuo p62 priklausoma
selektyviag autofagijg bei iS p62 ir ubikvitilinty baltymy sudaryty agregaty
susidarymg (You et al., 2019). Citoplazmoje p62 formuoja struktiras,
vadinamas skyscio laseliais, kurie leidzia su aplinka keistis komponentais.
Toks faziy atskyrimas priklauso nuo PB1 ir UBA domeny (Berkamp et al.,
2021). Galiausiai p62 per LIR domeng jungiasi prie LC3-11, prisijungusio prie
fagoforo membranos, ir kartu su kroviniu yra suskaidomas autolizosomose
(Birgisdottir et al., 2013).

Inflamasomuy slopinimas. p62 yra svarbus ne tik selektyviai autofagijai,
bet ir kitiems procesams (Hennig et al., 2021). Vienas i§ jy — inflamasomos
susirinkimo reguliacija (Takahama et al., 2018). Inflamasomos — tai uzdegima
skatinantys citoplazminiai baltymy kompleksai. Jy susirinkimg indukuoja
lastelei pavojingi endogeniniai arba vidulgsteliniy patogeny signalai
DAMP/PAMP (su pazeidimais/patogenais susijusios molekulinés struktiiros)
(Broz, Dixit, 2016). D¢l pazeisty mitochondrijy lastelé¢je padaugéja ROS ir
oksiduotos mitochondrinés DNR, o tai skatina inflamasomy susirinkima
(Broz, Dixit, 2016). Pazeistos mitochondrijos yra ubikvitilinamos,
atpazjstamos p62 ir nukreipiamos degradacijai, taip slopinant inflamasomy
susirinkimg ir uzdegimg (Zhu, Liu, 2022). p62 taip pat tiesiogiai slopina
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inflamasomas nukreipdamas jy struktirinius baltymus (NLRP3, ASC, AIM2)
autofaginiam skaidymui (Biasizzo, Kopitar-Jerala, 2020, Liu et al., 2016).

RANKL/
TNFa IL1B
TNFR1 RANK/IL1R1 o
TRADD JRAFE. w /"’——’
TRAF2 RIPK1 P62 S P62
\ o @ aPKC IkB 0 Proteasoma
Ub o aPKC ¢ NF-kB \Z
NFB | Ny Py \
aktyvinimas ULKA1
=) P NF-kB
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agreggtal TBK1 Atsakas |
%' p oksidacinj stresg
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mitochondrijos & ub Hike ub
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1.7 pav. p62 baltymo funkcijos. p62 aktyvina NF-kB ir mTORCI signalinius kelius, atsaka
i oksidacinj stresa, dalyvauja selektyvioje autofagijoje bei slopina inflamasomy susirinkima.
Ub — ubikvitilinimas, P — fosforilinimas, PE — fosfatidiletanolaminas, 1/| — proceso
aktyvinimas/slopinimas, zirklés — p62 hidrolizé. Parengta pagal Sanchez-Martin et al., 2019,
Hennig et al., 2021, Biasizzo, Kopitar-Jerala, 2020, Katsuragi et al, 2015, Tao et al, 2020,
Kanayama et at., 2015.

Atsako j oksidacinj stresa metu p62 nekanoniniu keliu aktyvina
transkripcijos faktoriy NRF2, kuris yra perneSamas j branduolj ir gali
indukuoti keliy Simty geny, tarp jy ir paties SQSTM1, transkripcija (Suzuki,
Yamamoto, 2017, Vomund et al., 2017). p62 sgveikaudamas su ubikvitilintu
taikiniu yra fosforilinamas ties Ser349, o tai leidzia per KIR domeng prijungti
pagrindinj NRF2 inhibitoriy KEAP1 (Ichimura, Komatsu, 2018). Iprastai
KEAP1 kartu su CUL3 ir RBX1 sudaro E3 ubikvitino ligazés kompleksa
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(Keap-CUL3-RBX1), kuris nukreipia NRF2 j proteasomas suskaidymui
(Suzuki, Yamamoto, 2017). Oksidacinio streso metu p62 konkuruoja su NRF2
dél prisijungimo vietos ir suardo KEAP1-NRF2 sagveika, tada laisvas NRF2
yra nunesSamas ] branduolj, kuriame jungiasi prie antioksidacinio atsako
elemento (ARE) ir indukuoja geny raiska (Vomund et al., 2017).

MTORCL1 signalinio kelio aktyvinimas. Nors p62 yra autofagijos
receptorius, taciau jis taip pat gali aktyvinti autofagijos inhibitoriy mTORC1
(Takahara et al., 2020). Iprastai mTORCI1 aktyvumas priklauso nuo
vidulgsteliniy ir uzlgsteliniy signaly: augimo faktoriy, hormony, ATP ar
aminoriigs¢iy kiekio lgsteléje (Condon, Sabatini, 2019). p62 sgveikauja su
MTORC1 komplekso Raptor baltymu, kuris yra svarbus komplekso
susidarymui, lokalizacijai 1gsteléje, stabilumui ir sgveikai su kitais baltymais
(Saxton, Sabatini, 2017). Esant didelei aminorags¢iy koncentracijai MEKK3
kinazé jungiasi prie p62 PB1 domeno ir fosforilina Thr269 ir Ser272. Tada
p62 saveikauja su Rag baltymais, esanCiais ant lizosomos membranos, ir
pritraukia E3 ubikvitino ligazg¢ TRAF6 ir mTORCI. TRAF6 ubikvitilina
mTOR, o prie lizosomos membranos prisijungusi GTPaz¢ RHEB aktyvina
mTORCI. Tai lemia suintensyvéjusj anabolizmag ir Igsteliy augimg (Katsuragi
etal., 2015, Takahara et al., 2020). mTORC1 signalinj kelia gali aktyvinti p62
hidrolizé. RIPK1 aktyvintai kaspazei-8 hidrolizavus p62 ties Asp329 yra
pasalinamas C-galas, kuriame yra LIR ir UBA domenai, reikalingi autofagijai
vykti, tada p62 N-galas yra perkeliamas ant lizosomos membranos, pritraukia
mTORCI ir jj aktyvina (Martens, 2018, Sanchez-Garrido et al., 2018).

NF-kB signalinio kelio aktyvinimas. p62 gali aktyvinti NF-kB signalinj
kelig (Taniguchi, Karin, 2018). NF-kB — tai baltymy $eima, kuriai priklauso
transkripcijos faktoriai, reguliuojantys imuninj atsaka, uzdegima, lasteliy
proliferacijg ir zatj (Liu et al., 2017). Jprastai NF-xB signalinis kelias yra
aktyvinamas IKK komplekso, kuris fosforilina NF-kB inhibitoriy IkB ir
nukreipia jj proteasominei degradacijai (Taniguchi, Karin, 2018). TNFa
prisijungus prie TNFRL1 ir jj aktyvinus, p62 per ZZ domena prisijungia RIPK1
ir per PB1 domena — atiping baltymy kinaze C (aPKC) ir sudaro kompleksa,
kuris aktyvina IKK kompleksa ir NF-«B signalinj kelig (Ha et al., 2020). IL1
arba RANKL sgveikaujant su receptoriais yra pritraukiama E3 ubikvitino
ligazé TRAF6. Tada TRAF6 vykdo autoubikvitilinima, leidziantj per TB
domeng prisijungti p62, o prie jo jungiasi aPKC, kuri aktyvina IKK ir NF-xB
signalinj kelig (Oh et al., 2021, Tao et al., 2020, Zotti et al., 2014). Kitas
bidas, kuriuo p62 aktyvina NF-kB — nukreipia jo inhibitoriy A20 (TNFAIP3)
autofaginiam skaidymui (Kanayama et al., 2015). A20 pasizymi E3 ubikvitino
ligazés ir deubikvitinazés aktyvumais. A20 deubikvitilina IKKYy ir neleidzia
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susidaryti aktyviam IKK kompleksui, bei ubikvitilina RIPK1, dél ko jis yra
suskaidomas proteasomose (T. Das et al., 2018)

DNR reparacijos reguliacija. p62 turi dvi jneS$imo j branduolj sekas
(NLS1/2) ir vieng i$nesimo i§ branduolio seka (NES) (Sanchez-Martin et al.,
2019). Branduolyje p62 nukreipia besikaupianéius baltymus j specifinius
branduolio kiinelius, turin¢ius proteasomy subvienetus (Pankiv et al., 2010).
p62 taip pat yra svarbus DNR reparacijai. p62 palengvina DNR reparacinés
sistemos baltymy, tokiy kaip FLNA ir RADS51, skaidyma proteasomose
(Hewitt et al., 2016). Jvykus DNR pazaidoms yra indukuojamas prie jy
esanciy histony poliubikvitilinimas, vykdomas E3 ubikvitino ligazés RNF168,
kurig slopina p62 (Wang et al., 2017).

Programuotos lasteliy Zities indukcija. Su iSgyvenimo signalais
dazniausiai siejamas p62 tam tikrais atvejais gali indukuoti ir lasteliy zutj.
Ziities receptoriy DR4/5 indukuotai apoptozei vykti yra svarbus p62, dél kurio
vyksta zities komplekso, sudaryto i§ E3 ubikvitino ligazés CUL-3 ir
iniciacijos kaspazés-8, agregavimas ir apoptozés aktyvinimas (Jin et al., 2009,
Lee et al., 2021). Tam tikromis salygomis p62 gali indukuoti kita Zities
tipa — programuotg nekrozg, dar vadinama nekroptoze. Sutrikus MAP3KY
geno raiskai ir nevykstant autofagijai RIPK1 jungiasi prie p62 ir pritraukia
RIPK3 bei MLKL baltymus ir sudaro nekrosomg. Tada nekrosoma persikelia
ant autofagosomy membrany ir aktyvina nekroptoze (Goodall et al., 2016,
Yan et al., 2020).

Procesai, kuriuose dalyvauja p62 ir jy reguliacija apibendrinti 1.7 pav.

1.8. Apoptoze ir nekroptoze

Lasteliy ztis gali buti programuota arba neprogramuota. Neprogramuotai
Programuotos lgsteliy zatys dar gali bati lizinés ir nelizinés. Lizinéms lasteliy
zatims priklauso nekroptozé, kuri dar yra vadinama reguliuojama nekroze, o
nelizinéms — apoptozé (Ketelut-Carneiro, Fitzgerald, 2022).

Nekroptozés metu lgstelés praranda membranos vientisuma bei potenciala,
1 lastelg verziasi vanduo ir ECM esantys jonai, lastelés brinksta kol galiausiai
plysta ir j uzpildg iSteka uzdegimg skatinantys veiksniai. Apoptozés metu
lastelés plazminé membrana pusléja, lastelé didéja, branduolys
fragmentuojasi, chromatinas kondensuojasi, ant lastelés iSorés yra
eksponuojamas fosfatidilserinas, reiSkiantis signalg ,,suvalgyk mane®, ir
galiausiai susiformuoja apoptoziniai kiineliai (J. Chen et al., 2019).

Apoptozé gali buti aktyvinama vidiniy, nuo mitochondrijy priklausomy,
arba iSoriniy, nuo Zities receptoriy priklausomy, signaliniy keliy (Cavalcante
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et al., 2019). Vidine apoptoze indukuoja vidulgsteliniai streso veiksniali, tokie
kaip, maisto ir augimo faktoriy trikumas, DNR pazaidos, ET stresas bei
chemoterapija. Siuo atveju yra aktyvinami tik BH3 domena turintys baltymai
(BID, NOXA, PUMA), kurie reguliuoja apoptoze (BAX, BAK) ir isgyvenima
(BCL-2) skatinan¢iy baltymy veiklg. Aktyvinus viding apoptozg jvyksta
mitochondrijy iSorinés membranos permeabilizacija ir i§ tarpmembraninés
erdvés | citoplazma iSsilieja citochromas c. Citochromas ¢ jungiasi prie
APAF-1 ir inicijuoja jo oligomerizacija, o heptamerinis APAF-1 kompleksas
sagveikauja su prokaspaze-9 ir suformuoja apoptosomos kompleksg.
Susidarius apoptosomai  prokaspazé-9 yra aktyvinama, o aktyvi
inicijuojancioji kaspazé-9 hidrolizuoja ir aktyvina vykdancigsias kaspazes-3
ir 7, galiausiai yra inicijuojama apoptozé (Cavalcante et al., 2019, Ketelut-
Carneiro, Fitzgerald, 2022). ISoring apoptoz¢ aktyvina lgstelés plazmingje
membranoje esantys Zities receptoriai, prie kuriy jungiasi ECM esancios
signalinés molekulés — iities ligandai. Zities ligandai FASL, TNF, TRAIL,
jungiasi prie specifiniy receptoriy, atitinkamai, FAS, TNFR1/2, DR4/DRS5, ir
i§ citozolinés lastelés pusés pritraukia adaptorines molekules FADD ir
TRADD (Schwabe, Luedde, 2018). Sios molekulés sudaro kompleksa per
homotipine zities domeny saveika, pritraukia prokaspaze-8 ir ja aktyvina.
Aktyvi kaspazé-8 hidrolizuoja prokaspazes-3 bei 7, kurios sukelia apoptoze
(Ketelut-Carneiro, Fitzgerald, 2022). Net ir esant zaties ligandams lastelés
gali i$vengti ziities. FAS aktyvina Zitj jvairiy tipy Iastelése, 0 TNF-TNFR1/2
signalinis kelias gali aktyvinti iSgyvenima, apoptoze ar nekroptoze. TNF
atveju lastelés zista jei yra slopinami antiapoptoziniai signalai, kuriuos
dazniausiai indukuoja NF-xB (J. Chen et al., 2019, Schwabe, Luedde, 2018).
Apoptozés reguliacija apibendrinta 1.8 pav.

Nekroptozé yra indukuojama TNF molekulei prisijungus prie receptoriaus
TNFR1 ir citozolyje susidarant | tipo kompleksui. Kompleksg sudaro
TRADD, FADD, RIPK1, TRAF ir CIAP1/2. TRAF plazminéje membranoje
ubikvitilina ir stabilizuoja RIPK1, FADD pritraukia prokaspaze-8, RIPK1
mobilizuoja RIPK3. Susidarius I tipo kompleksui lastelés gali iSvengti zities,
Zti apoptozés arba nekroptozés budu. Jei RIPK1 yra ubikvitilinimas
tarpininkaujant clAP ir TRAF2/5, zitis yra sustabdoma. Jeigu RIPK1
neubikvitilinamas, o RIPK3 aplinkoje néra arba jo kiekis yra mazas, tada
RIPK1 atsiskiria nuo I komplekso ir sudaro II kompleksg, kuris yra sudarytas
is FADD, TRADD bei kaspazés-8 ir yra indukuojama apoptozé. Taciau
lasteléje esant pakankamam RIPK3 kiekiui, o kaspazé-8 yra slopinama,
RIPK1 ir RIPK3 suformuoja kompleksa, kuris yra vadinamas nekrosoma, ir
yra indukuojama nekroptozé. Susidarius nekrosomai RIPK3 yra aktyvinamas
autofosforilinant, o fosforilintas RIPK3 pritraukia ir fosforilina MLKL,
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sukeldamas jo oligomerizacijg ir aktyvinimg. pMLKL kompleksas yra
perkeliamas prie vidulasteliniy ir plazminés membrany, pazeidzia jy
vientisumg ir sukelia nekroptoze (Ketelut-Carneiro, Fitzgerald, 2022).
Nekroptozés reguliacija pavaizduota 1.8 pav.
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Chemoterapija
1.8 pav. Apoptozés ir nekroptozés reguliacija. Ub — ubikvitilinimas; P — fosforilinimas.
Parengta remiantis Shalini et al. 2015, Ketelut-Carneiro, Fitzgerald, 2022.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos ir tirpalai

Lasteliy kultivavimui:

EDTA (E6511, Sigma-Aldrich) ruosiamas PBS, galutiné koncentracija
0,985 mM, sterilinamas autoklavuojant;

Tripsinas (T4799, Sigma-Aldrich) ruosiamas EDTA tirpale, galutiné
koncentracija 0,5 mg/mL, sterilinamas filtruojant per 0,22 pum dydzio poras
turinCius filtrus (SVGPB1010, Merck);

RPMI 1640 (61870036, Thermo Fisher Scientific) — lasteliy auginimo
terpé (toliau terpé), skirta HCT116 Iasteliy ir jy sublinijy kultivavimui;,

DMEM (11960044, Thermo Fisher Scientific) — terpé, skirta SW620
lasteliy ir jy sublinijy kultivavimui,

Negimusio verSelio serumas (FBS, angl. fetal bovine serum) (A0500-3230,
Cegrogen biotech) naudojamas Igsteliy kultivavimui;

,,GlutaMAX™< (35050061, Thermo Fisher Scientific) — stabilus
glutaminas, naudojamas lgsteliy kultivavimui;

Penicilino ir streptomicino tirpalas (15070063, Thermo Fisher Scientific)
naudojamas lgsteliy kultivavimui.

Chemoterapiniai vaistai ir inhibitoriai:

5-fluoruracilas (5-FU) (Accord Healthcare) — pradiné koncentracija
50 mg/mL. Eksperimentams skiedziamas ddH>O;

Oksaliplatina (OxaPt) (Accord Healthcare) — pradiné koncentracija
5 mg/mL. Eksperimentams skiedziamas ddH>O;

Chlorokvinas (CQ) (C6628, Sigma-Aldrich) — autofagijos inhibitorius,
sutrikdantis  skaidyma lizosomose. Ruo$iamas ddH.O (10 mg/mL),
sterilinamas filtruojant. Eksperimentams naudojama koncentracija — 30 uM.

Imunoblotingas:

Glicerolis (505350501, Lachema) naudojamas méginiy ruoSimui;

Bromfenolio mélis (227358, Sigma-Aldrich) — méginiy ruos$imui;

DTT (6908, Roth) — méginiy ruosimui;

Tris (5429, Roth) — méginiy ruo$imui, SDS-PAGE, elektroforezés,
pernesimo ir TBS/T tirpaly gamybai;

SDS (2326, Roth) — méginiy ruosimui, SDS-PAGE ir elektroforezés tirpaly
gamybai;

,,Rotiphorese® Gel 40 (37.5:1)* (T802, Roth) — akrilamido ir bisakrilamido
tirpalas, naudojamas SDS-PAGE gamybai;
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TEMED (79281, Sigma-Aldrich) — SDS-PAGE gamybai;

APS (A3678, Sigma-Aldrich) — SDS-PAGE gamybai;

Glicinas (T873, Roth) — elektroforezés ir perne$imo tirpaly gamybai;

Izopropanolis (9866, Roth) — pernesimo tirpalo gamybai ir MTT metodui;

,, Tween20™“ (9127, Roth) — TBS/T tirpalo gamybai;

Vandenilio chloridas (07102, Honeywell) — Tris tirpaly pH mazZinimui;

4 x baltymy uZneSimo daZas: 40 % glicerolio, 8% SDS, 0,04 %
bromfenolio mélio, 0,4 M DTT ir 250,4 mM Tris-HCI, pH 6,8;

Elektroforezés tirpalas: 24,76 mM Tris, 191,8 mM glicino, 3,47 mM SDS;

Pusiau sauso perneSimo tirpalas: 48 mM Tris, 39 mM glicino, 1,3 mM
SDS, 15 % izopropanolio;

TBS/T tirpalas: 50 mM Tris (pH 8,0), 150 mM NacCl, 0,05 % Tween20;

Antikiiny pasalinimo nuo membranos tirpalas: 10 mL 10 % SDS, 3 mL
1 M Tris (pH 7,4), 0,39 mL 100 nM B-merkaptoetanolio.

Kitos medziagos ir tirpalai:

Fosfaty buferinis drusky tirpalas (PBS) ruosiamas ddH,O ir sterilinamas
autoklavuojant. Sudétis: 171,1 mM NaCl (3957, Roth), 3,35 mM KCI (P9541,
Sigma-Aldrich), 1,84 mM KH:PO, (P5379, Sigma-Aldrich) ir 10,14 mM
Na,HPO4 (P030, Roth) (pH 7,3);

,Dulbecco* fosfaty buferinis drusky tirpalas (DPBS) ruosiamas ddH,O ir
sterilinamas autoklavuojant. Sudétis: 136,9 MM NaCl, 2,68 mM KClI,
1,47 mM KH;PO4, 8,12 mM Na;HPO4, 0,9 mM CaCl, (C7902, Sigma-
Aldrich) ir 0,83 mM MgSO. (M2643, Sigma-Aldrich) (pH 7,3);

LIGEPAL® CA-630“ (17771, Sigma-Aldrich) — NP-40 analogas, skirtas
REAP metodui.

2.2. Lasteliy linijos ir kultivavimas

HCT116 (CCL-247, ATCC) — zmogaus kolorektalinés karcinomos lgsteliy
linija, i§vesta i§ pirminio naviko. Sios Iastelés pasizymi MSI, turi mutacijas,
ivykusias KRAS ir PIK3CA genuose (Ahmed et al., 2013).

HCT116/FU — sublinija, i§vesta i§ HCT116 lIgsteliy, jas kultivuojant Su
5-FU, koncentracija didinant nuo 10 uM iki 20 uM. Lastelés kultivuotos
metus, kol jgijo stabily atsparuma 5-FU, kuris siekia de§imt karty. Sios lIastelés
yra du kartus atsparesnés OxaPt poveikiui.

HCT116/OXA — sublinija, iSvesta i HCT116 lasteliy, jas kultivuojant su
OxaPt, koncentracija didinant nuo 1 uM iki 20 uM. Lastelés kultivuotos
devynis ménesius, kol jgijo stabily atsparumg OxaPt, kuris siekia deSimt karty.
Sios lastelés tapo desimt karty atsparesnés ir 5-FU poveikiui.
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SW620 (CCL-227, ATCC) — zmogaus kolorektalinés adenokarcinomos
lasteliy linija, iSvesta i§ j limfmazgius metastazavusiy Igsteliy. Turi mutacijas,
jvykusias KRAS ir TP53 genuose (Ahmed et al., 2013).

SW620/FU — sublinija, i$vesta i§ SW620 lasteliy, jas kultivuojant su 5-FU,
koncentracija didinant nuo 5 uM iki 50 uM. Lastelés kultivuotos metus, kol
igijo stabily atsparuma 5-FU, kuris siekia tris kartus. Sios lastelés yra du kartus
atsparesnés OxaPt poveikiui.

SW620/OXA — sublinija, iSvesta i§ SW620 lasteliy, jas kultivuojant su
OxaPt, koncentracijg didinant nuo 5 uM iki 50 uM. Lastelés kultivuotos
metus, kol jgijo stabily atsparumg OxaPt, kuris siekia du kartus.

Lastelés kultivuojamos 1ékstutése, kuriy augimo pavirSiaus plotas yra
21,5cm? arba 9,4cm? (Thermo Fisher Scientific) (2.1 lentel¢). Terpé
papildoma 10 % FBS, penicilino/streptomicino tirpalu ir, jei reikia,
,.GlutaMAX®* tirpalu. Lastelés kultivuojamos 37 °C su 5% CO; ir 95%
drégmés aplinkoje. Persé¢jamos du-tris kartus per savaite. Perséjimo metu nuo
lasteliy nusiurbiama terpé, lgstelés plaunamos EDTA tirpalu. Toliau ant
lasteliy uzpilamas tripsino tirpalas, kuris i§ karto nusiurbiamas. Po to HCT116
lastelés ir jy sublinijos inkubuojamos 2 min. kambario temperatiiroje, o
SW620 lastelés ir jy sublinijos — 2 min. 37 °C termostate. Lastelés atkeliamos
Sviezia terpe ir perkeliamos j kultivavimo indus skiedziant nuo 5 iki 10 karty,
priklausomai nuo augimo greicio ir lasteliy skaiciaus. Lastelés kultivuojamos
iki 20 pasazo.

2.1 lentelé. Lasteliy kultivavimui ir eksperimentams naudoti indai ir terpés turiai.

Lasteliy kultivavimo indas* Taris, mL  Panaudojimas

21,5 cm? lékstutés (12556001) 4,4 Last. kultivavimas, REAP
9,4 cm? lekstutés (12556000) 1,85 Last. kultivavimas

6 Sulinéliy plokstelés (12556004) 1,85 WB, ELISA

12 sulinéliy plokstelés (12556005) 0,72 kPGR, WB, ELISA, FC, KV
24 Sulinéliy plokstelés (12556006) 0,38 KV

48 sulinéliy plokstelés (12556007) 0,18 KV, MTT

*Pirkta i§ Thermo Fisher Scientific
2.3. Eksperimenty atlikimo eiga

Eksperimentams naudojamos jvairaus dydzio lékstutés arba plokstelés,
kurios kartu su terpés turiais ir panaudojimu eksperimentams nurodytos
2.1 lenteléje. Lastelés dél nevienodo augimo greiio séjamos skirtingais
tankiais, kad po 48val., kai jos veikiamos vaistais, tankis buty apie
1x10° Igsteliy/cm?  (Kukcinavi¢itite, 2019). Sé&jimo tankiai nurodyti
2.2 lenteléje.
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2.2 lentelé. Lasteliy sé¢jimo tankiai.
Lasteliy linija  Lastelés/mL Lasteliy linija  Lastelés/mL

HCT116 1x10° SW620 1,5%10°
HCT116/FU 2x10° SW620/FU 1,5%10°
HCT116/0XA  1,5x10° SW620/0XA  2x10°

Praéjus 48 val. nuo lasteliy uzséjimo j terpg jdedami 5-FU ir OxaPt. Vaisty
itaka transkripty kiekiui (kPGRv) vertinama pragjus 24 val., o baltymy (WB)
kiekiui — 48 val. nuo vaisty poveikio. Siame laiko taske vertinamas ir lasteliy
gyvybingumas lgsteles dazant kristaliniu violetiniu (KV). Autofagijos srauto
vertinimui chlorokvinas (CQ) j terpe jdedamas likus 4 val. iki lasteliy
surinkimo. Citokiny ir serpiny transkripty poky¢iai atspariose sublinijose
vertinami pra¢jus 92 val. nuo lgsteliy uzs¢jimo (kKPGRk). Serpino B5
lokalizacijai nustatyti Igstelés isfrakcionuojamos praéjus 92 val. nuo uzséjimo
(REAP). Eksperimenty schema pateikta 2.1 pav.

A Citokinal ir serpinai KV, WB B Autofagija
Lasteliy 5-FU, kPGR Lasteliy 5-FU, KV,
uZséjimas OxaPt kPGR, REAP uZséjimas OxaPt kPGR, CQWB,
0 48 72 96 val. 0 48 72 92 96 val.

2.1 pav.5-FU ir OxaPt poveikio vertinimo eksperimenty schemos. Eksperimenty schema
tiriant vaisty jtaka citokiny ir serpiny raiskai (A) ir autofagijos molekuliy raiskai (B).

2.4. Transfekcijos siRNR eksperimenty eiga

Transfekcijos eksperimentams naudojamos HCT116 lastelés ir jy atsparios
sublinijos. Lastelés séjamos terpéje be antibiotiky. HCT116 lastelés sé¢jamos
1 x 10° Igsteliy/mL, o HCT116/FU ir HCT116/0XA — 1,5 x 10° Igsteliy/mL.
HCT116/FU lastelés séjamos mazesniu tankiu, lemianciu efektyvesne
transfekcija. Transfekcija vykdoma praéjus 24 val. nuo uzséjimo. Dar po
24 val. yra keiCiama terpé j Sviezig terpe Su visais priedais bei jdedami 5-FU
ir OxaPt. ATGS5, ATG7 ir ATG12 tildymo efektyvumas nustatomas praéjus
24 val. nuo transfekcijos transkripty lygiu (KPGRatg), 0 p62 — baltymo lygiu
pragjus 48 val. nuo transfekcijos (WBye2).

Pasirinkto taikinio kiekio mazinimo reikSmé lasteliy gyvybingumui
vertinama pragjus 72 val. nuo transfekcijos KV metodu, matuojant
mitochondrijy oksidoreduktaziy aktyvuma (MTT) arba lasteles skaiciuojant
hemacitometru (HC). p62 raiskos tildymo jtaka citokinus koduojanéiy
transkripty kiekiui (KPGR) vertinama praéjus 48 val. nuo transfekcijos, o
zityje dalyvaujanciy baltymy, CXCR2 kiekiui, autofagijos srautui (WB),

Vo=
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Autofagijos srautui nustatyti lastelés prie§ surinkima 4 val. inkubuojamos
autofagijos inhibitoriumi chlorokvinu (CQ). Transfekcijos eksperimenty
schema pateikta 2.2 pav.

A ATG5, ATG7, ATG12 siRNR transfekcija B p62 siRNR transfekcija

Lasteliy Terpés keitimas KV Lasteliy Terpés keitimas WB,g; KV, MTT, HC
uzsejimas siRNR OxaPt, kPGRure MTT uZséjimas siRNR 5-FU, OxaPt kPGR CQ WB, ELISA, FC

N T T T T T T 2R e

0 24 48 96 0 24 48 72 92 96 val.
2.2 pav. Transfekcijos eksperimenty schema tiriant ATG5, ATG7, ATG12 (A) ir p62
(B) raiskos tildymo reik§me gyvybingumui ir i§gyvenimui svarbiy molekuliy Kiekiui.

2.5. Lasteliy transfekcija sSiRNR

Transfekcija vykdoma jvairaus dydzio plokstelése, priklausomai nuo
eksperimento (2.1 lentelé). Reagenty tiriai pagal kultivavimo indus pateikti
2.3 lenteléje. siRNR ir transfekcijos reagentas ,,Lipofectamine RNAIMAX™<
(13778075, Thermo Fisher Scientific) $velniai sumaiSomi su ,,Opti-MEMT™<
terpe (31985062, Thermo Fisher Scientific) ir inkubuojami kambario
temperattroje 20 min. Po inkubacijos susidar¢ kompleksai $velniai sulaginami
ant lgsteliy.

2.3 lentelé. Transfekcijos salygos vienam Sulinéliui.

Sulinéliy skaitius ploksteléje

Reagentas (uL) 48 24 12 6
Opti-MEM™ terpé 40 100 100 200
siRNR (10 uM) 0,134 0,29 0,5 1,25
Lipofectamine RNAIMAX™ 0,4 1,76 3 7,5

20 min. inkubacija
Terpés tiris Sulinélyje 180 380 720 1850
Terpés + transfekcijos miSinio tiiris 220 480 820 2050
Galutiné siRNR koncentracija Sulinélyje 6 nM

Transfekcijos eksperimentams naudojamos specifinés SiRNR, kuriy
taikiniai yra ATG5, ATG7, ATG12 ir p62 (SQSTM1) baltymus koduojantys
transkriptai (2.4 lentelé¢). Neigiamai kontrolei (NK) naudojamas zmogaus
transkriptams nespecifiniy siRNR misinys ,,AllStars* (1027280, Qiagen).

2.4 lentelé. Specifiniy SIRNR sekos.

siRNR taikinys  Seka (5‘—3¢) Gamintojas, Kat. Nr.
ATG5 CAUCUGAGCUACCCGGAUALtt 4390827, Amhion
ATG7 CCAACACACUCGAGUCUUULtt 4390827, Ambion
ATG12 GCAGUAGAGCGAACACGAALtt 4457298, Ambion
SQSTM1 TCGGAGGATCCGAGTGTGAAT  SI03116750, Qiagen
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2.6. Kiekybiné PGR

Nuo lasteliy nusiurbiama terpé ir jos karta praplaunamos EDTA tirpalu.
Lastelés nuo kultivavimo indo atkeliamos tripsinu, Kuris neutralizuojamas
terpe su visais jos priedais. Lasteliy suspensija centrifuguojama 1 000 x g
7 min. 4 °C. Supernatantas nusiurbiamas, o lgstelés karta plaunamos PBS jas
centrifuguojant 1000 x g 7 min. 4 °C. Mégintuvéliai su lgstelémis visa
rinkimo laika laikomi leduose.

RNR isskiriama naudojant rinkinj ,,GeneJET RNA Purification Kit“
(K0731, Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas. RNR
koncentracija ir grynumas vertinamas ,,NanoDrop 2000 spektrofotometru
(Thermo Fisher Scientific). I§skirta RNR laikoma -70 °C.

Komplementari DNR (kDNR) sintetinama i§ 1-3 ug RNR naudojant
,Maxima™ H Minus cDNA Synthesis Master Mix* rinkinj (M1661, Thermo
Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas. Reakcija atliekama
termocikleryje  ,,Eppendorf Mastercycler* (Sigma-Aldrich). kDNR
skiedziama vandeniu be nukleaziy iki 10 ng/pL.

Kiekybiné PGR (kPGR) atliekama 96 Sulinéliy PGR plokstelése (4346907,
Applied Biosystems) arba 8 Sulinéliy strypeliuose (strypeliai — 4358293,
dangteliai — 4323032, Applied Biosystems). Reakcijos misinj sudaro:

5uL kDNR (50 ng);

10 uL ,,Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X)“ (K0221,
Thermo Fisher Scientific);

5uL  Tiesioginio ir atvirkstinio pradmeny misinys (0,3 pM).

Reakcija vykdoma termocikleryje ,,StepOnePlus™ Real-Time PCR
System* (Applied Biosystems). Tiriamyjy geny raiSka normalizuojama pagal
atskaitos geny HPRT ir/ar TBP raiska. Norint i§vengti genominés DNR
amplifikacijos pradmenys parenkami ant transkripto egzono-egzono ribos.
Pradmenys jsigyti i§ ,,Metabion®, 0 jy sgraSas pateiktas 2 pr. 1 lenteléje.
Transkripty raiskos pokyciai vertinami AAC: metodu. Santykinis raiskos
pokytis lyginant su kontrolinémis lgstelémis apskai¢iuojamas pagal formule:

2—((C‘(tiriamo geno) - Cy(atskaitos geno))poveikis - (Ct(tiriamo geno) - Cy(atskaitos 9eN0))kontrole)
Ct — ciklo numeris, kai amplifikacijos kreivé kerta slenkstine verte, t. V.
reakcijos metu registruojama fluorescencija virSija foning fluorescencija.

Rezultatai pateikiami kaip santykiniai transkripty kiekio pokyciai (kartais),
pagal atskaitos geny raiska lyginant kontrolines lasteles (vaistais neveiktos
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arba NK lgstelés) su lastelémis po poveikio (vaistais arba specifinémis siRNR
veiktos lgstelés). Biologiskai reikSmingu pokyc¢iu yra laikoma, kai tiriamo
transkripto kiekis pasikeicia bent du kartus lyginant su kontrole.

2.7. Imunoblotingas
2.7.1. Méginiy paruoSimas

Terpé nuo lagsteliy surenkama j mégintuvélius, kurie yra laikomi leduose.
Lastelés karta plaunamos EDTA tirpalu, kuris taip pat surenkamas i
mégintuvélius. Lastelés atkeliamos tripsinu, Kuris neutralizuojamas terpe su
visais priedais. Atkilusios lgstelés yra perkeliamos j mégintuvélius. Surinkta
lasteliy suspensija centrifuguojama 1000 x g 7 min. 4 °C. Supernatantas
nusiurbiamas, lastelés karta plaunamos lediniu PBS. Po to Igstelés dar karta
centrifuguojamos 1 000 x g 7 min. 4 °C. Po centrifugavimo supernatantas
pasalinamas. Lastelés lizuojamos ,,RIPA® tirpalu (89901, Thermo Fisher
Scientific) pagal gamintojos rekomendacijas. ,,RIPA® tirpalas papildomas
proteaziy (P2714, Sigma-Aldrich) ir, jei analizuojami fosforilinti baltymai,
fosfataziy  (P0044, Sigma-Aldrich) inhibitoriais. Lasteliy lizatai
centrifuguojami 14 000 x g 15 min. 4 °C. Supernatantai perkeliami j naujus
mégintuvélius ir laikomi -70 °C.

2.7.2. Baltymy koncentracijos nustatymas

Baltymy koncentracija nustatoma naudojant ,,Pierce™ BCA Protein
Assay“ rinkinj (23225, Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo
rekomendacijas. Matavimai atliekami 96 sulinéliy plokstelése su 2 uL lgsteliy
lizato ir 198 pL rinkinio tirpaly misinio. Méginiy sugertis (Ass2) matuojama
spektrofotometru ,,Multiskan GO* (Thermo Fisher Scientific).

2.7.3. Baltymy elektroforezé denattiruojanciomis salygomis

Lasteliy lizatas, turintis 50 pug baltymy, yra skiedziamas PBS iki 37,5 uL
ir sumaiSomas su 12,5 pL 4 x baltymy uznesimo dazu. Méginiai sumaiSomi,
nucentrifuguojami ir inkubuojami 5 min. 95 °C maiSant termopurtykléje
,»Thermomixer Comfort* (Eppendorf).

SDS-poliakrilamidinis gelis (SDS-PAGE) ruosiamas ant 10 % arba 12 %
skiriamojo gelio uzpolimerinus 4 % koncentruojamaji gelj. Ant skiriamojo
gelio polimerinimosi metu uZpilama izopropanolio, Kuris po to huplaunamas
vandeniu. Abu sluoksniai polimerinami po 45 min. 10 % gelis naudojamas
ATG7, ATG12, RIPK1, pRIPK3, CXCR2 ir SBS isfrakcionavimui, o 12 % —
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p62, LC3B, kaspazés-3, BAX ir BCL2. Informacija apie geliy sudétj pateikta
2.5 lenteléje.

Elektroforezei naudojamas aparatas ,,Vertical electrophoresis unit,
adjustable height, dual gel“ (Sigma-Aldrich), pripildytas elektroforezés
tirpalu. Baltymy dydziai nustatomi naudojant ,,Spectra™ Multicolor Broad
Range Protein Ladder* (26623, Thermo Fisher Scientific). Baltymai
koncentruojami 1 val. esant 80 V jtampai ir frakcionuojami 3 val. esant 120 V
itampai. Baltymy pusiau sausas perneSimas

2.5 lentelé. SDS-PAGE sudétis.

MedZiaga 4% 10 % 12%
Vanduo (mL) 3,21 7,5 6,75
Tris-HCl su 0,4% SDS (mL) 1,25* 3,75** 3,75**
ROTIPHORESE Gel 40 (mL)*** 0,49 3,75 4,5
TEMED (uL) 5 10 10
APS (10 %) (uL) 25 50 50
Bendras taris (mL) 4,98 15,06 15,06

* 0,5 M Tris-HClI su 0,4 % SDS, pH 6,8
** 1,5M Tris-HCl su 0,4 % SDS, pH 8,8
***  Imamas vienkartine pipete

Isfrakcionuoti baltymai i§ gelio perneSami ant 0,45 pm nitroceliuliozinés
membranos (88018, Thermo Fisher Scientific). PerneSimas vyksta pusiau
sauso perneSimo aparatu ,,V20-SDB*“ (Biotech). Aparato anodiné dalis
sudrékinama pernesimo tirpalu ir ant jos dedami tuo paciu tirpalu sudrékinti 4
,Whatman 3MM<* chromatografiniai lapeliai (30306461, Thermo Fisher
Scientific), nitroceliulioziné membrana (88018, Thermo Fisher Scientific),
gelis ir dar 4 chromatografiniai lapeliai. Uzdéjus kiekvieng sluoksnj voleliu
iSstumiami susidare burbulai. Uzdedamas sudrékintas katodinis dangtis.
Baltymai perneSami 1 val. esant 1 mA/cm? srovei.

2.7.4. Baltymy vaizdinimas

Po baltymy pernesimo membrana plaunama TBS/T tirpalu ir blokuojami
1val. jaufio serumo albumino (BSA) tirpale (37525, Thermo Fisher
Scientific), kuris skiedziamas TBS/T tirpalu. Po blokavimo membrana
plaunama TBS/T tirpalu ir supjaustoma juostelémis, turin¢iomis po vieng
tiriamajj baltyma. Membranos inkubuojamos per naktj 4 °C su TBS/T tirpale
skiestais pirminiais antiktinais (2.6 lentel¢). Po inkubacijos membranos
plaunamos TBS/T tirpalu: vieng kartg 15 min. ir du kartus po 5 min. mai$ant
purtykléje. Po to membranos inkubuojamos 2 val. kambario temperatiiroje su
krieny peroksidaze konjuguotais antriniais antikiinais, nukreiptais pries triusio
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IgG (31460, Thermo Fisher Scientific) arba pries pelés IgG (31430 Thermo
Fisher Scientific). Antiktinai skiedziami 5 000 karty TBS/T tirpalu. Po
inkubacijos membranos plaunamos TBS/T tirpalu. Pries§ baltymy vaizdinima
membranos iSdziovinamos.

2.6 lentelé. WB analizei naudoti pirminiai antikinai.

Taikinys Dydis, kDa  Skiedimas Gyviinas Kat. Nr., gamintojas
a-tubulinas 52 5000 Triusis ab52866, Abcam
B-aktinas 42 5000 Triusis abh8227, Abcam

ATG7 75 1000 Pelé MAB6608, R&D Systems
ATG12 17 1000 Triusis 701684, Invitrogen

BAX 23 500 Pelé sc-7480, Santa Cruz
BCL2 28 500 Triusis sc-492, Santa Cruz
CXCR2 45 1 000 Triusis PA5-111765, Invitrogen
Kaspazé-3ipta  17-19 1500 Triusis 9661, Cell Signaling
LC3B 16-18 5000 Triusis ab51520, Abcam

p62 62 10 000 Triusis ab109012, Abcam

RIPK1 78 1000 Pelé MAB3585, R&D Systems
PRIPK3(s227) 54 3000 Triusis ab209384, Abcam
Serpinas B5 42 1000 Triusis PA5-79979, Invitrogen

Membranos inkubuojamos nuo 10 sek. iki 1 min. (priklausomai nuo
baltymo $vytéjimo intensyvumo) ,,Pierce™ ECL Western Blotting Substrate*
(32106, Thermo Fisher Scientific) reagentuose. Toliau membranos
eksponuojamos nuo 5 sek. iki 5 min. ant fotojuostos (7711468, Carestream).
Fotojuostos laikomos rySkinimo tirpale (5274394, Carestream), plaunamos
vandeniu ir fiksuojamos fiksavimo tirpale (5224381, Carestream).
Fotojuostos nuplaunamos vandeniu.

Baltymy kiekis vertinamas ,,Fiji“ programine jranga (Schindelin et al.,
2012). Santykinis baltymo kiekis apskaiciuojamas pagal formulg:

( x baltymo juostelés tankis

aktino/tubulino juostelés tankis)P "
OVECIKIS

Santykinis baltymo kiekis=

( x baltymo juostelés tankis

aktino/tubulino juostelés tank1s> Kontrolé

2.7.5. Antiktiny paSalinimas nuo membranos

Prie§ antikliny paSalinimg membranos nuplaunamos ddH>O ir 45 min.
inkubuojamos antikiiny pasalinimo tirpale 50 °C hibridizacijos krosnyje. Po
inkubacijos membrana plaunama du kartus po 10 min. TBS/T tirpalu. Toliau
membrana ruosiama kaip aprasyta 2.7.5. skyriuje.
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2.8. Tékmés citometrija

Terpé nuo lasteliy surenkama j mégintuvélius (mégintuvéliai laikomi
leduose). Lastelés kartg plaunamos EDTA tirpalu, kuris taip pat surenkamas.
Lastelés atkeliamos tripsinu, kuris neutralizuojamas terpe su visais priedais.
Tripsinas, terpé su atkilusiomis lastelémis perkeliami | mégintuvélius.
Lasteliy suspensija centrifuguojama 1000 x g 7 min. 4 °C. Supernatantas
nusiurbiamas, o lastelés dazomos ,,Tali™ Apoptosis Kit — Annexin V Alexa
Fluor™ 488 & Propidium lodide” reagentais (A10788, Thermo Fisher
Scientific) remiantis gamintojo rekomendacijomis. Fluorescencija matuojama
10* lgsteliy naudojant ,,BD FACSCalibur™‘ tékmés citometrg ir
,»CellQuest™ Pro“ programing jrangg. Duomenys analizuojami ,,Flowing
Software 2.5.1° programine jranga. Lastelés klasifikuojamos kaip aneksino V
ir propidzio jodido (PI) teigiamos, aneksino V teigiamos ir Pl neigiamos,
aneksino V neigiamos ir PI teigiamos, aneksino V ir Pl neigiamos.

2.9. Imunofermentinis metodas ,, ELISA*

Lasteliy auginimo terpé surenkama j mégintuvélius ir centrifuguojama
1000 x g 7 min. 4 °C. Supernatantai perkeliami j naujus mégintuvélius ir
laikomi -70°C. IL8 koncentracija nustatoma rinkiniu ,,ELISA MAX™
Standard Set Human IL-8” (431501, Biolegend), remiantis gamintojo
rekomendacijomis. TL8 koncentracija normalizuojama pagal lgsteliy skaiciy.

2.10. Lasteliy frakcijy atskyrimas

HCT116, SW620 Igstelés ir jy sublinijos auginamos 21,5 cm? lékstutése
iprastais 2.2. lentel¢je nurodytais tankiais. Po 96 val. lastelés lizuojamos ir
iSfrakcionuojamos REAP metodu (Suzuki et al., 2010). Isfrakcionuoti
méginiai laikomi -70 °C. Lasteliy frakcijos analizuojamos WB metodu,
paimant didziausig galimg méginio tarj.

2.11. Lasteliy gyvybingumo nustatymas
2.11.1. Lasteliy dazymas kristaliniu violetiniu

Metodas pagristas lasteliy dazymu kristalinio violetinio dazu, kuris
prisijungia prie lgstelés baltymy. Pirmiausia nuo lasteliy nusiurbiama terpé, o
likusios negyvos lastelés Svelniai nuplaunamos PBS. PBS nusiurbiamas, o
lastelés fiksuojamos 10 min. 96 % etanolyje (32221, Honeywell). Uzfiksuotos
lastelés dazomos 30 min. 0,05 % kristalinio violetinio tirpalu, iStirpintu 20 %
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etanolyje. Prie lgsteliy neprisijunges dazas $velniai nuplaunamas 5-8 kartus
tekanciu vandeniu. Po plovimo lastelés iSdziovinamos. Dazas i§ lasteliy
iSplaunamas eliucijos tirpalu (0,1 % etanoato (27221, Honeywell) ir 50 %
etanolio tirpalas). IStirpintas dazas skiedziamas 10 karty eliucijos tirpalu, o
sugertis (Asgs) matuojama ,,Multiskan GO* spektrofotometru. Kontroliniy
lasteliy sugerties vidurkis prilyginamas 100 %, o lasteliy gyvybingumas po
poveikiy yra iSreiSkiamas procentais nuo kontroliniy Igsteliy.

2.11.2. MTT metodas

MTT metodas pagristas mitochondrijy oksidoreduktaziy aktyvumo
matavimu. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromidas)
(M5655, Sigma-Aldrich) mitochondrijose redukuojamas iki violetinés spalvos
produkto 1-(4,5-dimetiltiazol)-3,5-difenilformazano. Pagal susikaupusj jo
kiekj yra vertinamas gyvybingumas. Pirmiausia yra nusiurbiama terpé ir
lgstelés kartg plaunamos DPBS. Po to lastelés inkubuojamos 1 val. 37 °C, 5 %
CO; ir 95 % drégmés aplinkoje su 0,1 mg/mL MTT, istirpintu DPBS. Po
inkubacijos tirpalas nusiurbiamas, o susidargs produktas i§ lasteliy
iSplaunamas izopropanoliu. Neskiesto, i$ Iasteliy iSplauto dazo sugertis (Aszo),
matuojama ,,Multiskan GO* spektrofotometru. Kontroliniy lasteliy sugerties
vidurkis prilyginamas 100 %, o lasteliy gyvybingumas po poveikiy yra
iSreiskiamas procentais nuo kontroliniy lgsteliy.

2.12. Baltymy tarpusavio sgveiky tinklo sudarymas

Baltymy tarpusavio sgveiky tinklas (PPI) sudarytas i§ p62 (SQSTM1) ir
apoptozéje (kaspaziy-2, 3, 6, 7, 8, 9, 10) bei nekroptozéje (RIPK1, RIPK3,
MLKL) dalyvaujan¢iy baltymy, kurie yra tinklo pagrindiniai mazgai.
Pagrindiniy mazgy ,,UniProtKB* numeriai pateikti 2.8 lenteléje.

2.8 lentelé. PPI tinklo pagrindiniy mazgy baltymai.
Baltymas UniProt KB nr. Baltymas UniProt KB nr.

SQSTM1 Q13501 CASP6 P55212
MLKL Q8NB16 CASP7 P55210
RIPK1 Q13546 CASP8 Q14790
RIPK3 Q9Y572 CASP9 P55211
CASP2 P42575 CASP10 Q92851

CASP3 P42574

Informacija apie pagrindiniy mazgy fizines PPl surinkta naudojant
duomeny baze ,,IntAct” (Orchard et al., 2014). Sukurtas tinklas filtruotas nuo
ne Zzmogaus baltymy, taip pat baltymy, nesusijusiy su programuota lgsteliy
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zutimi. I$ tinklo paSalinti baltymai, kuriy geny raiSka néra nustatyta HCT116
lastelése. Tinklo PPI patikrintos nuo neegzistuojanciy sgveiky ,,Negatome*
duomeny bazéje (Blohm et al., 2014). PPI tinklo vizualizacijai naudota
programiné jranga ,,Cytoscape 3.9.1° (Shannon et al., 2003).

2.13.  Statistiné analizé

Statistinei analizei atlikti ir rezultaty vizualizavimui naudojama
programiné jranga ,,SigmaPlot 14.0“. Duomeny normalumo prielaida
tikrinama  ,,Shapiro-Wilk*  kriterijumi. ,,Brown-Forsythe*  kriterijus
naudojamas dispersijy palyginimui. Dvi nepriklausomos imtys, kurios yra
pasiskirs¢iusios pagal normalyjj skirstinj, lyginamos naudojant ,,Stjudento t*
kriterijy (kai dispersijos lygios) arba ,Welch t“ kriterijy (kai dispersijos
skiriasi). Dvi nepriklausomos imtys, kurios néra pasiskirs¢iusios pagal
normalyjj skirstinj, palyginamos naudojant ,,Mann-Whitney-Wilcoxon*
kriterijy. Duomenys laikomi statistiskai reik§mingi, kai p reiksmé yra < 0,05.
Grafikuose jvestas p reikSmés Zzyméjimas: #/*/°, kai p <0,05, ##/**/°°,
kai p < 0,01, ###/***/°°° kai p < 0,001.
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3. REZULTATAI

Siame darbe vertinome jgyto atsparumo chemoterapiniams vaistams
molekulinius mechanizmus kolorektalinio vézio lgstelése (CRC). Tyrimams
naudojome atsparias sublinijas, iSvestas i§ dviejy genetiSkai ir fenotipiskai
skirtingy zmogaus CRC lasteliy linijy HCT116 ir SW620. Kolorektalinés
karcinomos lasteliy linija HCT116, iSvesta i$ pirminio naviko, yra priskiriama
CMS1 tipui (Fichtner et al., 2020), bei pasizymi MSI, CIMP, bei turi
KRASCED jr PIK3CAHR mutacijas (Ahmed et al., 2013). Kolorektalinés
adenokarcinomos lasteles SW620, iSvestos i§ limfmazgiuose susiformavusiy
metastaziy, yra priskiriamos CMS2 tipui (Fichtner et al., 2020), pasizymi
CIMP, CIN, bei turi KRAS®®2V jr TP53R273H. P30S muytacijas (Ahmed et al.,
2013). Atsparios sublinijos i§vestos HCT116 ir SW620 lasteles ilga laika
kultivuojant su 5-FU (HCT116/FU ir SW620/FU) arba OxaPt (HCT116/0XA
ir SW620/0XA). Sio darbo metu palyginome §iy lasteliy atsparuma vertinant:
1) citokiny raiska; 2) serpiny kiekio pokyc¢ius; 3) autofagijos baltymy kiekio
pokycius ir reikSme atsparumui.

3.1. Lasteliy atsparumas 5-FU ir OxaPt

Norédami palyginti atsparumo mechanizmus atspariose HCT116 ir
SW620 Iastelése, pirmiausia jvertinome lasteliy gyvybinguma po 5-FU ir
OxaPt poveikio (3.1 pav.) ir atsparumo indeksg (RI, angl. resistance index)
(3.1 lentelé). Gyvybingumo vertinimas atliktas remiantis 2.1 pav. schema.

HCT116 lasteles veikiant 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU poveikiu gyvybingumas
sumazéjo, atitinkamai, 50 % ir 70 %, 0 atspariy HCT116/FU ir HCT116/0XA
lasteliy — 20-30 %. HCT116/FU lasteliy gyvybingumg 1 mM 5-FU dozé
sumazino 30 %, o0 HCT116/0OXA — 40 %. Tuo tarpu 0,03 mM ir 0,06 mM
OxaPt dozés sumazino HCT116 lasteliy gyvybinguma, atitinkamai, 50 % ir
80 %, o HCT116/FU — 30 % ir 50 %. Esant Sioms OxaPt koncentracijoms
HCT116/0XA lasteliy gyvybingumas mazéjo 10 %, o po 0,3 mM poveikio —
50 % (3.1 pav. A).

Paveikus SW620 lasteles 0,3 mM ir 1 mM 5-FU gyvybingumas sumazéjo,
atitinkamai, 50 % ir 70 %. Po S§iy doziy SW620/FU lgsteliy gyvybingumas
sumazéjo 40 % ir 50 %, o SW620/0OXA lasteliy — 40 % ir 70 %. SW620
lasteles veikiant 0,03 mM ir 0,06 MM OxaPt dozémis gyvybingumas
sumazéjo, atitinkamai, 50 % ir 60 %, SW620/FU lasteliy — 40 % ir 50 %,
SW620/0XA — 30 % ir 50 % (3.1 pav. B).

Taip pat nustatéme, jog SW620 Iasteliy linija, lyginant su HCT116, buvo
atsparesné didesnéms vaisty dozéms. SW620 lIgsteles veikiant 0,3 mM 5-FU
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ir 0,06 mM OxaPt dozémis gyvybingumas buvo didesnis, atitinkamai, 1,9 ir
1,7 karto (abiem atvejais p < 0,001).

A B
A HCT116 O HCT116/FU © HCT116/0XA A SW620 O SW620/FU O SW620/0XA

o120 - 120

X B

4100 4 B pyy ot T o groo- @ e

g 80 é *kk g 80 *:** Rl

2 . - 2 . ;

5 Y DO 5 5.. o

g A g

2 40 2 40 2

3 A & g

20 ‘} 20

T T 1 T T T T T T T T T T
0 0103 1 0 0,030,06 0,3 0 0,3 1 0 0,03 0,06
5-FU konc., mM OxaPt konc., mM 5-FU konc., mM OxaPt konc., mM

3.1 pav. HCT116 (A) ir SW620 (B) liniju bei jy sublinijy gyvybingumas po 5-FU ir
OxaPt poveikio. Gyvybingumas matuotas pra¢jus 48 val. po vaisty poveikio. Pateikta
vidurkis + SD, n > 3. * — statistikai reik§mingas skirtumas tarp téviniy ir su 5-FU (zalia) ar
OxaPt (raudona) iSvesty lgsteliy gyvybingumui, kai jos veikiamos vienodomis vaisty
koncentracijomis. **/*** kai p < 0,01/0,001.

Eksperimentams 5-FU ir OxaPt koncentracijos parinktos remiantis
HCT116, HCT116/FU ir HCT116/0XA lasteliy gyvybingumo regresine
analize (Kukcinaviciute et al., 2018) bei pritaikytos SW620 Igsteléms ir jy
sublinijoms. Parinktos 0,1 mM 5-FU ir 0,03 mM OxaPt dozés HCT116
lasteléms sukelia vidutinio stiprumo citotoksiskuma (CT Tso, CitotoksiSkumas,
kai ziista 50 % Igsteliy) bei stipry citotoksiskumg sukelian¢ios dozés — 0,3 mM
5-FU ir 0,06 mM OxaPt, kai CTT7o.g0.

Lyginant 5-FU ir OxaPt koncentracijas, sukelian¢ias CTTso (ICso, Vaisto
koncentracija, nuzudanti 50 % lasteliy), nustatéme Rl. HCT116/FU lastelés,
iSvestos kultivuojant su 5-FU, buvo daugiau nei 10 karty atsparesnés 5-FU
poveikiui ir 2 kartus OxaPt poveikiui lyginant su tévinémis HCT116
lastelemis. HCT116/0OXA lastelés, kuriy atsparumas sukeltas su OxaPt, tapo
10 karty atsparesnés ne tik OxaPt, bet ir 5-FU poveikiui lyginant su HCT116
lastelémis.

Is SW620 lasteliy linijos isvestos SW620/FU lastelés, kuriy atsparumas
sukeltas 5-FU poveikiu, lyginant su tévine linija, tapo 3,3 karto atsparesnés
5-FU poveikiui ir 2 kartus OxaPt poveikiui. SW620/OXA lastelés, iSvestos
kultivuojant su OxaPt, tapo 2 kartus atsparesnés OxaPt poveikiui lyginant su
tévine SW620 linija.

Lyginant tévines HCT116 ir SW620 lasteliy linijas nustatéme, jog SW620
lastelés buvo 3 kartus atsparesnés 5-FU poveikiui nei HCT116 lasteliy linija.
Nors téviniy HCT116 lasteliy atsparumas 5-FU poveikiui buvo mazesnis,
taiau su Siuo vaistu iSvesty HCT116/FU Iasteliy atsparumas buvo
3 kartus didesnis, nei SW620/FU lgsteliy, kurios buvo i$vestos i§ SW620.
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Tévinés SW620 lastelés, lyginant su HCT116, nepasizyméjo atsparumu
OxaPt poveikiui.

3.1 lentele. HCT116 ir SW620 lasteléems bei jy
sublinijoms budingos 5-FU ir OxaPt ICso bei RI vertés.

Lasteliy linija Vaistas 1Cs0, MM RI
A
5-FU >1 >10
HCT116/FU OxaPt 0,06 9
5-FU 1 10
HCT116/0XA OxaPt 0.3 10
5-FU 0,3 3*
SW620 OxaPt 0,63 -*
-F 1
SW620/FU gxaLPJt 0,06 3;
SW620/0XA g;(zgt 0%36 2

* lyginant su HCT116 lastelémis.
ICs0 — vaisto koncentracija, nuzudanti 50 % lasteliy;
RI — santyKkis tarp vaistams atspariy ir jautriy lasteliy ICso.

3.2. Citokiny raiSka HCT116 Igstelése ir jy sublinijose

Citokinai yra svarblis naviko vystymuisi ir atsparumui (1.4 skyrius), tad
nustatéme, kaip atspariose HCT116/FU ir HCT116/OXA sublinijose, lyginant
su tévinémis HCT116 lastelémis, pasikeité citokiny transkripty raiska, kurig
vertinome pagal du atskaitos genus: HPRT ir TBP. Raiskos pokytj laikéme
biologiskai reikSmingu, kai jis pagal abu atskaitos genus pasikeité bent du
kartus. Eksperimentai atlikti remiantis 2.1 pav. A schema.

Atlike kPGR duomeny analiz¢ nustatéme, kad HCT116/FU Igstelése,
lyginant su HCT116, padidéjo daugelio citokiny raiska. Siose lastelése
daugiau nei 5 kartus padidéjo Siy transkripty kiekis: CXCL8 (pagal HPRT —
14,3; pagal TBP — 11,6 karto), IL1A (HPRT - 10,4; TBP — 8,2 karto) ir 1L32
(HPRT - 8,3; TBP — 6,5 karto). VidutiniS8kai (3-5 kartus) padidéjo Siy
transkripty kiekis: TNF (HPRT — 5,1; TBP — 4,2 karto), EGF (HPRT — 4,8;
TBP — 3,6 karto), CXCL5 (HPRT —4; TBP — 3,2 karto) ir IL12A (HPRT - 3,7;
TBP — 3,2 karto). IL6, CXCL3, CXCL4 ir CXCL10 raiska Siose lastelése
padidéjo 2-3 kartus. Lyginant su HCT116 linija HCT116/OXA sublinijoje
citokiny raiska pasikeité nezymiai. Siose lastelése padidéjo I1L-6 (HPRT —5,6;
TBP — 4 kartai), CXCL1 (HPRT - 2,2; TBP — 3,1 karto) ir CXCL11 (HPRT —
4,1; TBP — 3.4 karto) transkripty kiekis, o IL7 kiekis sumazéjo (HPRT — 7,6;
TBP — 5,1 karto) (3.2 pav.).
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Taip pat jvertinome citokiny receptorius koduojanciy transkripty raiska.
Pasirinkome Siuos receptorius: IL1R1 (ligandai IL1a ir IL1B), IL6R (IL6),
CCR9 (CCL25), CXCR1 (IL8 ir CXCL6), CXCR2 (IL8, CXCL1, CXCL2,
CXCL3, CXCLS5, CXCL6 ir CXCL7 ), CXCR4 (CXCL12a ir ) bei EGFR
(EGF). Nustatéme, kad HCT116/FU lastelése padidéjo CXCR1 (HPRT — 5;
TBP — 3,7 karto) ir CXCR2 (HPRT - 5,6; TBP — 3,8 karto) transkripty raiska,
bet sumazéjo CXCR4 (HPRT — 2; TBP — 2,5 karto). HCT116/0XA lastelése
padidéjo CXCR1 (HPRT — 14; TBP — 11,4 karto) ir CXCR4 (HPRT - 2,9;
TBP — 2,3 karto) transkripty raiska, 0 CXCR2 raiska Siose lgstelése sumazéjo
(HPRT — 2,8; TBP —3,1 karto) (3.2 pav.). Tikslis visy tirty citokiny
transkripty raiskos pokyciai (vidurkis + SD) pateikti 3 pr. 1 lenteléje.

Citokinai Receptoriai
= o~
Nt TR SO~ ~ & %

] ™~ e A
I55:558233 08B R s SEEEEEE
SEEEEEEEEEOUUUUUUUREEREOUUUR

HPRT
HCT116/FU
TBP
HPRT
HCTI116/OXA
TBP
0 1 4 5 10 14

2
Transkripty kiekis, kartais

3.2 pav. Citokiny ir ju receptoriu transkripty kiekis HCT116/FU ir HCT116/0XA
sublinijose lyginant su HCT116 linija. kPGR atlikta praéjus 96 val. po lasteliy uzsé¢jimo.
Transkripty kiekis normalizuotas pagal HPRT ir TBP atskaitos genus. Pateiktas transkripty
kiekio (kartais) vidurkis, n = 3.

Toliau vertinome citokiny transkripty raiskos poky¢ius po 5-FU ir OxaPt
poveikiy. Tam pasirinkome: IL1A, IL6, IL32, CXCL8, EGF, CXCR1, CXCR2
ir EGFR. HCT116 lastelés ir jy sublinijos j 5-FU ir OxaPt poveikj reagavo
skirtingai. HCT116 lastelése abu vaistai reikSmingai keité citokiny raiska,
HCT116/FU lastelése citokiny raiska labiau keitési po OxaPt poveikio, o
HCT116/0OXA lastelése prieSingai — po 5-FU poveikio. HCT116 Iastelése
0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU poveikis padidino IL1A raiska, atitinkamai, 6,4 ir
11 karty, 1L.32 — 2,2 ir 3,8 karto, CXCL8 — 5,4 ir 17,4 karto. IL6 ir EGF
transkripty kiekis didéjo po 0,3 mM 5-FU dozés, atitinkamai, 2,3 ir 2,1 karto.
5-FU poveikis padidino ir citokiny receptoriy transkripty raiskag. CXCR1
raiSka po 0,1 mM ir 0,3 MM 5-FU poveikio padidéjo, atitinkamai, 13,2 ir
19,5 karto, CXCR2 — 23,6 ir 29,4 karto. EGFR raiska padidéjo 2,4 karto po
0,1 mM dozés. HCT116/FU lastelése po 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU doziy didéjo
IL6 raiska, atitinkamai, 2,9 ir 4,5 karto, CXCR1 — 2,4 karto abiejy doziy
atvejais, CXCR2 — 2,8 ir 2,5 karto. HCT116/0OXA lgstelése 0,1 mM ir 0,3 mM
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5-FU dozés didino IL1A raiska, atitinkamai, 3,3 ir 4,8 karto, CXCL8 — 5,5 ir
9,1 karto, CXCR1 — 10,9 ir 18,9 Kkarto. IL6, EGF ir CXCR2 kiekis didéjo po
0,3 mM 5-FU dozés, atitinkamai, 2, 2,3 ir 2,4 karto (3.3 pav.).

OxaPt poveikis labiausiai turéjo jtakos HCT116 ir HCT116/FU Iasteliy
transkripty Kiekiui. HCT116 lgstelése 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt dozés
padidino IL1A raiska, atitinkamai, 3,4 ir 8,6 karto, IL6 — 3 ir 9,1 karto, I1L32 —
2,2 ir 4 kartus, CXCL8 — 2,7 ir 9,8 karto, o EGF kiekis sumaz¢jo, atitinkamai
2 ir 2,5 karto. OxaPt Siose lastelése padidino ir citokiny receptoriy transkripty
rai§ka. Po 0,03 mM ir 0,06 mM doziy CXCR1 kiekis padidéjo, atitinkamai, 11
ir 17,1 karto, CXCR2 — 15,1 ir 7,4 karto, o0 EGFR raiska padidéjo po 0,03 mM
dozés 3,1 karto. HCT116/FU lastelése 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt didino
IL1A raiska, atitinkamai, 2,3 ir 3,4 karto, IL6 — 7,5 ir 16,7 karto, CXCL8 — 2,8
ir 6,6 karto. Sios OxaPt dozés didino ir receptoriy transkripty raiska: CXCR1 —
7,4 ir 11,4 karto, 0 CXCR2 ir EGFR raiska padidéjo po 0,03 mM OxaPt
poveikio, atitinkamai, 4,6 ir 2 kartus. HCT116/OXA lastelése OxaPt poveikis
padidino tik CXCR1 raiska, bet sumazino CXCR2. CXCRL1 rai$ka po 0,03 mM
ir 0,06 mM doziy padidéjo 2,2 ir 3,7 karto, CXCR2 — sumazéjo atitinkamai, 2
ir 3,1 karto (3.3 pav.). Tikslis visy tirty citokiny transkripty raiskos poky¢iai
(vidurkis + SD) po vaisty poveikio pateikti 3 pr. 2 lenteléje.

HCTI116 HCT116/FU HCT116/0XA
5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt
Kone.mM 0,1 03 0,03 0,06 0,1 03 003 0,06 0,1 03 003 0,06

ILIA

IL6

132
CXCLS
EGF
CXCRI

CXCR2
EGFR

0 1 2 3 8 13 29
Transkripty kiekis, kartais

3.3 pav. 5-FU ir OxaPt reik§meé citokiny ir ju receptoriy transkripty raiskai HCT116
lastelése ir ju sublinijose. kPGR atlikta pra¢jus 24 val. po vaisty poveikio. Citokiny raiska
po vaisty poveikio lyginta su vaistais neveiktomis Igstelémis. Transkripty kiekis
normalizuotas pagal HPRT atskaitos gena. Pateiktas transkripty kiekio (kartais) techniniy
pakartojimy vidurkis, n = 3.

Apibendrinant citokiny transkripty raiSkos poky¢ius galima teigti, jog:
1) HCT116/FU lastelése, lyginant su HCT116 linija, padidéjo Siy citokiny
transkripty raiska: IL1A, IL6, IL12A, 1L32, CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCLS,
CXCL10, EGF, TNF, CXCR1, CXCR2, bet sumazéo CXCR4, o
HCT116/0XA lastelése padidéjo — IL6, CXCL1, CXCL11, CXCR1 ir CXCR4,
bei sumazéjo IL7 ir CXCR2 raiska; 2) HCT116 lastelése citokiny transkripty
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raiska didino 5-FU ir OxaPt, HCT116/FU lgstelése — OxaPt, 0 HCT116/0XA
lastelése — 5-FU.

3.3. Serpiny raiska HCT116 ir SW620 linijose bei jy sublinijose

Serpinai — tai serino proteaziy inhibitoriai, kurie gali skatinti naviko
vystymasi (Mkaouar et al., 2019), tac¢iau Ziniy, apie jy reik§me¢ chemoterapiniy
vaisty sukeltam atsparumui, néra daug. Todél toliau tyréme serpiny kiekio
pokyc¢ius chemoterapiniams vaistams atspariose CRC lastelése.

3.3.1. Serpiny transkripty raiskos pokyc¢iai

Tyréme serpiny raiska HCT116 ir SW620 Iastelése bei jy sublinijose.
Eksperimentai atlikti remiantis 2.1 pav. A dalies schema. Serpiny raiskos
tyrimams pasirinkome: serping B1 (SB1), B5 (SB5S), E1 (SE1) ir E2 (SE2).
Pirmiausia palyginome serpiny transkripty raiska atspariose sublinijose su
tévinémis linijomis. HCT116/FU sublinijoje padidéjo SB5 raiska (pagal
HPRT — 2, o pagal TBP — 2,8 karto) (3.4 pav. A). SW620/FU sublinijoje
sumazejo SB5 (HPRT — 2,6 karto, TBP — 2,8 karto) ir SE2 raiska (HPRT — 3,2;
TBP — 3,6 karto) (3.4 pav. B). HCT116/OXA ir SW620/0OXA sublinijose
serpiny raiSka nepasikeité lyginant su tévinémis lgstelémis.

A B
A HPRT O TBP 4 HPRT O TBP A HPRT O TBP a4 HPRT O TBP
HCT116/FU < HCT116/0XA B 3.0 SW620/FU - SW620/0XA
7 825 e
= X2
| é 2,0 J — v
..... % v — é ? 3 1’5 - - % é
B 210 i
} b § e
A 205 - C} o . o
..... . 50 5 & S
I I I I I I I = I I I I I I I I
SB1 SB5 SE1 SE2 SB1 SB5 SE1 SE2 SB1 SB5 SE1 SE2 SB1 SB5 SE1 SE2

3.4 pav. Serpiny transkripty raiskos pokyciai HCT116/FU ir HCT116/0OXA (A) bei
SW620/FU ir SW620/0XA (B) sublinijose. kPGR atlikta pra¢jus 96 val. po lasteliy
uzséjimo. Transkripty kiekis normalizuotas pagal HPRT ir TBP atskaitos genus. Poky¢iai
skai¢iuoti nuo téviniy linijy (iStisiné linija). Punktyrinés linijos Zymi biologiskai reik§minga
raiskos pokytj. Pateikta vidurkis + SD, n = 3.

Toliau tyréme, kaip 5-FU ir OxaPt keicia serpiny transkripty raiska
HCT116 ir SW620 lastelése bei jy atspariose sublinijose. Nustatéme, kad
HCT116 lastelése 0,1 mM ir 0,3mM 5-FU dozés didino SB5 raiska,
atitinkamai, 9,9 ir 11,9 karto, SE1 —9,5ir 11,8 karto. SE2 raiSka Siose lastelése
didéjo 2,2 karto po 0,3 mM 5-FU poveikio. HCT116/FU lastelése po Siy 5-FU
doziy SB5 raiska didéjo, atitinkamai, 2,7 ir 3,7 karto, SE1 — abiem atvejais
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didéjo apie 3 kartus. HCT116/OXA lgstelése 0,3 mM 5-FU poveikis 2 kartus
padidino SB1 raiska. Sias lasteles veikiant 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU dozémis
SB5 kiekis didéjo, atitinkamai, 2,4 ir 3,2 karto, 0 SE1 — 3 ir 4 kartus. OxaPt
didino SB5 ir SE1 raiskg HCT116 ir HCT116/FU lastelése. HCT116 lastelése
po 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt doziy SB5 raiska abiem atvejais padidéjo
daugiau nei 9 kartus, o SE1 raiska abi dozés padidino 7,8 karto. HCT116/FU
lastelése po 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt poveikiy SB5 raiska abiem atvejais
padidéjo 6 kartus, o SE1 — atitinkamai, 5,5 ir 8,3 karto (3.5 pav.).

SW620 lastelése 0,3 mM ir 1 mM 5-FU poveikis padidino SB5, SE1 ir SE2
raiSka Siek tiek daugiau nei 2 kartus. SW620/FU lastelése 1 mM ir 4 mM
5-FU dozés SB5 raiska padidino, atitinkamai, 4,3 ir 3,1 karto, o SE1 — abiem
atvejais 2,2 karto. SW620/0OXA lastelése 1 mM 5-FU dozé 2 kartus padidino
SB1 raiska. Sias lasteles veikiant 0,3 mM ir 1 mM 5-FU dozémis SB5 raiska
did¢jo, atitinkamai, 3,1 ir 2,4 karto, o SE2 raiSka abiejy doziy atvejais —
daugiau nei 2 kartus. SW620 lastelése 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt dozés
didino SB5 raiskg, atitinkamai, 2 ir 5,2 karto, SE1 - 2,2 ir 3,1 Kkarto.
SW620/FU lgstelése po $iy doziy didéjo SB5 raiska, atitinkamai, 3,5 ir
7,2 karto. Siose lastelése 0,06 mM OxaPt dozé sumazino SB1 ir SE2 raiska
2,5 karto (abiem atvejais). SW620/OXA lastelése po 0,03 mM ir 0,06 mM
OxaPt doziy SB5 raiska padidéjo abiem atvejais 4 kartus, 0 SE2 raiska po
0,06 mM poveikio sumazéjo 2,3 karto (3.5 pav.). Visos 3.5 pav. tikslios
reik§meés pateiktos 4 pr. 1 lenteléje.

HCT116 HCT116/FU HCT116/0XA SW620 SW620/FU SW620/0XA
5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt
Konc.mM 0,1 0,3 0,03 0,06 0.1 0.3 0,030,06 0,1 0,3 0,030,06 0,3 1 003006 0,3 4 003006 03 1 0,03006

SB1
SB3
SEl
SE2

0o 1 4 5 8 10 12

2
Transkripty kiekis, kartais

3.5 pav. 5-FU ir OxaPt reik§mé serpiny transkripty kiekiui HCT116 ir SW620 lastelése
bei jy sublinijose. kKPGR atlikta praéjus 24 val. po vaisty poveikio. Serpiny raiska po vaisty
poveikio lyginta su vaistais neveiktomis lgstelémis. Transkripty kiekis normalizuotas pagal
HPRT atskaitos gena. Pateiktas transkripty kiekio (kartais) vidurkis, n = 3.

Apibendrinant serpiny transkripty raiSkos rezultatus galime teigti, kad:
1) lyginant su tévinémis linijomis HCT116/FU lastelése padidéjo SB5 raiska,
0 SW620/FU lgstelése sumazéjo SB5 ir SE1; 2) 5-FU didino SB5 ir SE1 raiska
HCT116, SW620 lastelése ir jy sublinijose; 3) OxaPt didino SB5 raiska
HCT116, HCT116/FU bei SW620 Igstelése ir jy atspariose sublinijose, o SE1
raiSka didéjo HCT116, HCT116/FU ir SW620 Iastelése.
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3.3.2. Serpino B5 baltymo kickio pokyc¢iai

Tolimesniems tyrimams pasirinkome serping B5 (SBS), kurio kiekio
poky&ius tyréme baltymo lygiu. Zinoma, kad SB5 gali lokalizuotis jvairiose
lastelés vietose ir nuo to priklauso jo funkcijos (Goulet et al., 2011). SB5
branduolio ir citoplazmos lokalizacija CRC atveju gali lemti lasteliy
piktybiskuma (Gurzu, Jung, 2021), todél pirmiausia i§skyréme HCT116 ir
SW620 Iasteliy bei jy sublinijy branduoliy ir citoplazmy frakcijas, 0 méginius
i$frakcionavome SDS-PAGE. Nustatéme, kad SDS-PAGE matomos dvi SB5
formos priklauso skirtingoms lasteliy frakcijoms. Remiantis SB5 judéjimu
SDS-PAGE nustatéme, kad citoplazmoje esan¢io SB5 dydis yra ~ 42 kDa, 0
branduolyje esantis SB5 juda léciau, tad jo dydis yra didesnis nei 42 kDa.
Lyginant bendrg lasteliy lizatg nustatéme, kad HCT116 lgstelése ir jy
sublinijose SB5 dominuoja citoplazmoje, o SW620 lastelése ir jy sublinijose
— branduolyje (4 pr. 1 pav.).

Toliau tyréme SBS5 baltymo kiekio pokycius. Nustatéme, kad HCT116/FU
lastelése, lyginant su HCT116, SBS kiekis padidéjo 4 kartus, 0o HCT116/0XA
lastelése — 2,2 karto (abiem atvejais p < 0,001). HCT116 lasteles veikiant
0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU dozémis SB5 kiekis abiem atvejais padidéjo 8,1 karto
(p <0,001). HCT116/FU lgstelése SB5 kiekis didéjo po 0,3 mM ir po 1 mM
5-FU poveikiy, atitinkamai, 8,5 ir 9 kartus (p <0,001). HCT116/0XA
lastelése SBS kiekis didéjo po 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU poveikiy, atitinkamai,
3,5 (p=0,03) ir 3,9 (p=0,005) karto. OxaPt poveikis SB5 kiekj didino
HCT116 ir HCT116/FU lastelése. HCT116 lastelése po 0,03 mM ir 0,06 mM
OxaPt doziy SBS kiekis didéjo, atitinkamai, 8,8 (p < 0,001) ir 4,8 (p = 0,006)
karto, o HCT116/FU - 6,4 (p = 0,03) ir 9,6 (p < 0,001) karto (3.6 pav.).

HCT116 HCT116/FU HCT116/0XA
OxaPt

5-FU 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt
Konc., mM 0 01 03 003006 0 01 03 1 0,03 0,06 0 01 03 1 003 006 03

SerpinasBS‘ —----—.—--—'—-‘—4——-'—’-—-——-——42@‘\3
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§14 HCT116 HCT116/FU HCT116/0XA
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5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU  OxaPt
Konc. mM Konc. mM Konc. mM

3.6 pav. Serpino B5 (SB5) kiekio poky¢iai HCT116 lastelése ir jy sublinijose. Baltymo
kiekis matuotas praéjus 48 val. po vaisty poveikio. Pateikta vidurkis + SD, n > 3. Statistiskai
reik§mingas skirtumas tarp lasteliy: jautriy ir atspariy (#); veikty ir neveikty vaistais (*);*,
kai p <0,05; **, kai p <0,01; ***/###, kai p <0,001.
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SW620 lgstelése ir jy sublinijose SB5 baltymo kiekio poky¢ius jvertinome
citoplazmoje (SB5¢, 3.7 pav. A, B) ir branduolyje (SB5g, 3.7 pav. A, C).
Lyginant su SW620 lastelémis, SW620/FU sublinijoje SB5¢ kiekis sumazéjo
3 kartus (p < 0,001), o SW620/OXA lastelése priesingai — padidéjo 1,2 karto
(p = 0,003). SB5g kiekis buvo vienodas tarp lasteliy linijy.

5-FU ar OxaPt didino SB5c¢ kiekj, o SB35z kiekis keitési priklausomai nuo
lasteliy ir vaisto ir jo dozés. SW620 lastelése 0,3 mM ir 1 mM 5-FU dozés
SB5¢ kiekj didino, atitinkamai, 1,8 ir 1,3 karto (p <0,001), o SW620/FU
lastelése — 3,6 (p <0,001) ir 2,3 karto (p = 0,002). SW620/0XA Iastelése
SB5¢ kiekis po 5-FU poveikio nesikeité. SW620 lgsteles veikiant 0,03 mM ir
0,06 mM OxaPt dozémis SB5c kiekis did¢jo, atitinkamai, 1,9 ir 1,4 karto
(p <0,001), 0 SW620/FU lastelése — 2,1 (p =0,001) ir 2,3 (p = 0,002) karto.
SW620/0XA lastelése SB5¢ kiekis didéjo 1,6 karto po 0,06 mM OxaPt dozés
(p=0,01) (3.7 pav. A-B).

SW620 lastelése 0,3 mM 5-FU dozé didino SB5s kiekj 1,4 karto
(p=0,007), o0 1mM dozé prieSingai — mazino 2,2 karto (p =0,002).
SW620/FU lgstelése 0,3 mM 5-FU poveikis didino SB5g kiekj 1,5 karto
(p=0,04). SW620/0XA lasteléese SB5g kiekis mazéjo po 1 mM 5-FU
poveikio 3,3 karto (p =0,02). Esant 0,03 mM OxaPt dozei SB5g Kiekis
SW620 lastelése padidéjo 2,3 karto (p = 0,008). SW620/FU lastelése SB5g
kiekis mazéjo po 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt doziy, atitinkamai 1,2 (p = 0,02)
ir 1,8 karto (p<0,001). SW620/0OXA lastelése SB5g kiekis mazéjo po
0,06 mM OxaPt poveikio 2 kartus (p = 0,04) (3.7 pav. A ir C).

A

SW620 SW620/FU SW620/0XA
5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt
Konc.,mM 0O 03 1 003006 0 03 1 003006 0 0,3 1 0,03 0,06

SerpinasBSlIl‘ " —— --”"‘- - = == --6”.' i A =|42kDa
a-tubuﬁnasl-—_—-"- o — i -”- — _.-|52 kDa

B C
- Citoplazminis SB5 8 Branduolinis SB5
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' 7 225
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=] ¥
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5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt
Konc. mM Konc. mM Konc. mM Konc. mM Konc. mM Konc. mM

3.7 pav. Serpino B5 kiekio poky¢iai SW620 lastelése ir ju sublinijose. Citoplazmoje
(SB5c) (B) ir branduolyje (SB5g) (C) esan¢io SB5 kiekis vertintas pra¢jus 48 val. po vaisty
poveikio. Pateikta vidurkis + SD, n> 3. Statistiskai reik§mingas skirtumas tarp lasteliy:
jautriy ir atspariy (#); veikty ir neveikty vaistais (*); *, kai p <0,05; **/##, kai p <0,01;
**k[##H, kai p < 0,001.
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Apibendrinant rezultatus galime padaryti Sias iSvadas: 1) lyginant su
tévinémis linijjomis HCT116/FU, HCT116/0OXA ir SW620/0XA lastelése
citoplazmoje esancio SB5 kiekis padidéjo, o SW620/FU lastelése sumazéjo;
2) 5-FU poveikis didino citoplazmoje esanio SB5 kiekj visose lasteliy
linjjose, i§skyrus SW620/0OXA, o OxaPt — ji didino visose lasteliy linijose,
i8skyrus HCT116/0OXA; 3) Branduolyje esancio SB5 kiekis SW620 lastelése
ir jy sublinijose priklausé nuo lasteliy linijos, vaisto ir jo koncentracijos.

3.4. Autofagijos reikSmé atsparumui

Siame darbe taip pat jvertinome autofagijos baltymy kiekio pokyéius
atsparuma jgijusiose HCT116 ir SW620 lasteliy sublinijose ir kaip keitési po
5-FU ar OxaPt poveikio bei nustatéme autofagijos reik§m¢ OxaPt atsparumui.
Eksperimentai atlikti remiantis 2.1 pav. B dalies schema. Vertinome ATG7,
ATG12 ir LC3B-Il formos (toliau LC3B-II) baltymy kiekj ir autofagijos
srautg (intensyvumg). ATG7 ir ATG12 yra esminiai autofagijos baltymai,
dalyvaujantys autofagosomy biogenezéje (1.6.1 poskyris). Autofagijos srautg
vertinome pagal LC3B-II kickio pokycius. Susidarant autofaginéms
membranoms, LC3B (LC3B-I forma) yra konjuguojamas su
fosfatidiletanolaminu (PE) ir virsta LC3B-11 forma. Si forma yra naudojama
kaip autofagijos zymuo, nes LC3B-II kiekis koreliuoja su autofagosomy
kiekiu, 0 vykstant galutinéms autofagijos stadijoms, kai autofagosomos
susilieja su lizosomomis, LC3B-1l yra suskaidomas (Nakatogawa, 2020).
Taigi, autofagijos srautas nustatomas pagal susikaupusj LC3B-II kiekj, kai
degradacija autolizosomose yra sutrikdyta (Klionsky et al., 2021). Siame
darbe autofagijos srauto matavimui lastelés 4 val. prie§ surinkima buvo
inkubuotos su 30 uM chlorokvinu (CQ). CQ yra inhibitorius, didinantis
lizosomy pH ir taip sutrikdantis skaidyma jose. Esant padidéjusiam
autofagijos srautui méginiuose su CQ yra nustatomas didesnis LC3B-II Kiekis
nei méginiuose be CQ (M. Mauthe et al., 2018).

3.4.1. ATG7 ir ATG12 baltymy kiekio pokyc¢iai

Sioje darbo dalyje pirmiausia jvertinome 0,3 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt
itakag ATG3, ATG5, ATG7 ir ATG12 transkripty raiskai HCT116 lastelése ir jy
sublinijose. Nustatéme, kad 5-FU poveikis mazino ATG7 raiska visose lgsteliy
linijose, 0 ATG12 raiskg — HCT116 ir HCT116/OXA (5 pr. 1 pav. A). OxaPt
poveikis mazino transkripty raiska HCT116 ir HCT116/FU Iastelése. ATG3
raiSka mazéjo HCT116 lastelése, o ATGS5, ATG7 ir ATG12 — HCT116 ir
HCT116/FU lastelése (5 pr. 1 pav. B).
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Ankstesniy tyrimu metu buvo nustatyta, kad HCT116/FU ir HCT116/0OXA
lastelés pasizyméjo didesniu ATG7 baltymo kiekiu, o 5-FU ar OxaPt poveikis
ji mazino HCT116 ir HCT116/FU lastelése. HCT116/0OXA lastelése 5-FU
mazino, o OxaPt atvirksciai — didino ATG7 kiekj (Kukcinavicitte, 2019).
Siame darbe vertinome ATG12 baltymo kiekio poky&ius. Nustatéme, kad
lyginant su HCT116 lastelémis HCT116/FU lastelése jis nepasikeité, o
HCT116/0XA lastelése padidéjo 1,7 karto (p =0,001) (3.8 pav.). Toliau
tyréme, kaip Sio baltymo kiekis keitési po 5-FU ar OxaPt poveikio. Nustatéme,
kad ATG12 kiekis po 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU doziy HCT116 lastelése
sumazéjo, atitinkamai, 4,1 ir 3,6 karto (p < 0,001), HCT116/FU lastelése — 1,9
ir 1,6 karto (p <0,001), o HCT116/OXA lastelése — 4,4 (p <0,001) ir 2,2
(p=0,007) karto (3.8 pav. A). OxaPt poveikis ATG12 kiekj sumazino
HCT116 ir HCT116/FU, bet ne HCT116/0OXA Iastelése. HCT116 Iastelése
0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt dozés ATG12 kiekj abiem atvejais sumazino
apytiksliai 3 kartus (p <0,001), o HCT116/FU lgstelése, atitinkamai, 2 ir
3,4 karto (p < 0,001) (3.8 pav. B).

A B
HCT116  HCT116/FU  HCT116/0XA HCT116  HCT16/FU  HCT116/0XA
5FU,mM 0 01 03 0 01 03 0 01 03 OxaPt,mM 0 003 006 0 003 0,06 0 003 006
ATG12 [ — . = | 17 kDa ATG12 [ S - - * |17kDa
B-akﬂnasl- [ —— —-—|42 kDa B-aKHNGS [wm w e e e W e |42kDa
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3.8 pav. ATG12 baltymo kiekio poky¢iai HCT116 lastelése ir juy atspariose sublinijose.
ATG12 kiekis vertintas pragjus 48 val. po 5-FU (A) ir OxaPt (B) poveikio. Pateikta
vidurkis + SD, n > 3. Statistiskai reik§mingas skirtumas tarp lasteliy: jautriy ir atspariy (#);
vaistais veikty ir neveikty (*). ##/**, kai p <0,01; ***, kai p <0,001.

Toliau nustatéme ATG3, ATG5, ATG7 bei ATG12 transkripty raiskos
poky¢ius po 1 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt poveikio SW620 lastelése ir jy
sublinijose. Nustatéme, kad 5-FU poveikis nekeité transkripty raiskos (5 pr.
1 pav. C), o OxaPt poveikis didino ATG3 ir ATG12 transkripty raiska visose
lasteliy linijose (5 pr. 1 pav. D).

Siose lastelése jvertinome ATG7 bei ATG12 baltymy kiekio pokydius.
Nustatéme, kad 5-FU ir OxaPt poveikis mazino ATG7 kiekj, o ATG12 kiekj
priesingai — didino. SW620 Iastelése 0,3 mM ir 1 mM 5-FU dozés ATG7 kiekj
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Sumazino, atitinkamai, 1,7 ir 2,3 karto (p < 0,001), SW620/FU lgstelése — 1,5
(p=0,02)ir 1,9 karto (p = 0,001), o SW620/OXA lastelése — 1,6 (p = 0,02) ir
2,1 karto (p = 0,006) (3.9 pav. A). ATG7 baltymo kiekis SW620 lastelése po
0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt poveikio mazéjo, atitinkamai, 1,4 ir 2 kartus
(p <0,001), SW620/FU lgstelése — 1,4 (p =0,04) ir 2,1 karto (p =0,001), o
SW620/0XA lastelése — 1,7 (p = 0,04) ir 1,9 (p = 0,009) karto (3.9 pav. B).

Priesingai nei ATG7 atveju, ATG12 baltymo kiekis didéjo po 5-FU ir
OxaPt poveikio. SW620 lastelése po 0,3 mM ir 1 mM 5-FU poveikio jis
did¢jo, atitinkamai, 1,8 (p =0,03) ir 3,9 (p=0,003) karto, o SW620/FU ir
SW620/OXA lastelése esant 1 mM 5-FU dozei — 3 kartus (p <0,001)
(3.9 pav. A). Esant 0,06 mM OxaPt dozei ATG12 kiekis didéjo: SW620
lastelése 2,2 karto (p<0,001), SW620/FU — 19karto (p=0,01), o
SW620/0XA - 2,8 karto (p = 0,008) (3.9 pav. B).
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3.9 pav. ATG7 ir ATG12 baltymy kiekio pokyciai SW620 lastelése bei juy atspariose
sublinijose. Baltymy kiekis vertintas pra¢jus 48 val. po 5-FU (A) ar OxaPt (B) poveikio.
Pateikta vidurkis + SD, n > 3. Statisti§kai reik§mingas skirtumas tarp lasteliy: vaistais veikty
ir neveikty (*). */**/*** kaj p <0,05/0,01/0,001.

Jvertinus baltymy kiekio pokyéius galime teigti, kad 1) HCT116/0XA
lastelése ATG12 baltymo kiekis padidéjo lyginant su HCT116 linija; 2) 5-FU
poveikis HCT116 lastelése ir jy sublinijose mazino ATG12 kiekj, o OxaPt ji
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mazino HCT116 ir HCT116/FU lgstelése; 3) 5-FU ir OxaPt SW620 lgstelése
ir jy sublinijose mazino ATG7 baltymo kiekj, o ATG12 priesingai — didino.

3.4.2. Autofagosomy kiekio ir autofagijos srauto poky¢iai

Ankstesniy tyrimy metu buvo nustatyta, kad HCT116 lastelése ir jy
sublinijose autofagijos srautas priklausé nuo lasteliy linijos ir poveikio
(Kukcinavi¢iaté, 2019). HCT116/FU ir HCT116/OXA lastelése, lyginant su
HCT116, autofagijos srautas sumazéjo. 5-FU poveikis mazino autofagijos
srautg HCT116, HCT116/FU ir HCT116/0XA lgstelése. OxaPt poveikio
reik§mé autofagijos srautui priklausé nuo vaisto dozés ir 1gsteliy linijos. Jdomu
tai, kad 0,06 mM OxaPt dozé HCT116 ir HCT116/FU lastelése ji sumazino,
o HCT116/0OXA lastelése atvirk$¢iai — padidino (Kukcinavi¢iaté, 2019).
Siame darbe vertinome, autofagosomy kiekj ir autofagijos srauta SW620
lastelése ir jy atspariose sublinijose (3.10 pav. ir 3.2 lentelé).
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3.10 pav. Autofagosomy kiekio ir autofagijos srauto pokyciai SW620 lastelése ir ju
sublinijose. LC3B-II kiekis matuotas pra¢jus 48 val. po 5-FU (A ir C) ar OxaPt (B ir D)
poveikio. Autofagijos srauto nustatymui lgstelés prie§ surinkimg inkubuotos 4 val. su
30 uM CQ. Pateikta vidurkis + SD, n > 3. Statistiskai reik§mingas skirtumas tarp lasteliy:
jautriy ir atspariy (#); veikty ir neveikty vaistais (*); be ir su CQ (°). #/*/°, kai p < 0,05; °°,
kai p <0,01; ###/°°°, kai p < 0,001.

Pirmiausia jvertinome autofagijos pokyc¢ius atspariose sublinijose lyginant
su tévine linija. Lyginant su SW620 lastelémis, SW620/FU lastelése LC3B-I1
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kiekis, kuris koreliuoja su autofagosomy skai¢iumi, sumazéjo 1,3 karto
(p=0,03), o SW620/0XA lastelése atvirks¢iai — padidéjo 1,7 karto
(p < 0,001). Autofagijos srautas SW620/FU ir SW620/OXA lastelése isaugo,
atitinkamai, 1,3 karto ir 2,2 karto (3.10 pav. ir 3.2 lentel¢).

Toliau vertinome vaisty poveikj autofagijai. SW620 lastelése 1 mM 5-FU
dozé LC3B-II kiekj padidino 1,4 karto (p = 0,03), SW620/FU — 1,5 karto
(p=0,04), o SW620/0XA lgstelése neturéjo jtakos (3.10 pav. A, C). OxaPt
poveikis nekeit¢ LC3B-Il kiekio (3.10 pav. B, D). Galiausiai tyréme,
autofagijos srauta. SW620 ir SW620/FU lasteléese 1 mM 5-FU dozé ji
sumazino 1,6 karto. SW620/0XA lgstelése autofagijos srautas mazéjo po
0,3 mM ir 1 mM 5-FU doziy, atitinkamai, 1,6 ir 4,4 karto (3.10 pav. A, C ir
3.2 lentel¢). OxaPt autofagijos srautg SW620 ir SW620/FU lastelése veiké
prieSingai — didino. Autofagijos srautas SW620 lastelése po 0,03 mM ir
0,06 MM OxaPt doziy didéjo, atitinkamai, 1,9 ir 1,6 karto, 0 SW620/FU
lastelése — 1,4 ir 1,5 karto. SW620/0XA lastelése autofagijos srautas mazéjo
1,5 karto po 0,03 mM OxaPt dozés (3.10 pav. B, D ir 3.2 lentel¢).

3.2 lentelé. Autofagijos srautas pagal LC3-11 kieki SW620 lastelése ir jy sublinijose.

Vaisto SW620 SW620/FU SW620/0XA
konc., mM Srautas p Srautas p Srautas p
0 0,49 0,009 063 1t* <0001 11 1* <0,001
5.FU 0,3 046 - 002 068 - 0,003 068 | > 0,05

1 03 | >005 039 | >0,05 025 | > 0,05
003 09 1t 0002 08 1t 0,001 072 | > 0,05
0,06 08 t 0001 093 1 0,007 099 - 0,001
*Lyginant su SW620 linija. Kitur lyginama su vaistais neveiktomis lastelémis.

Srautas — skirtumas tarp CQ veikty ir neveikty lasteliy vidurkiy. Srautas: padidéjo 1;
sumazéjo |; nesikeité -; p — statistiSkai reik§mingas skirtumas tarp CQ- ir CQ+.

OxaPt

Apibendrinant $iuos rezultatus galima daryti iSvadas, jog: 1) lyginant su
SW620 lgstelémis autofagosomy kiekis SW620/FU lgstelése sumazéjo, 0
SW620/OXA — padidéjo, autofagijos srautas padidéjo abiejose sublinijose;
2) 5-FU didino LC3B-II kiekj SW620 ir SW620/FU lgstelése, bet mazino
autofagijos srautg visose tirtose lastelése; 3) OxaPt didino autofagijos srauta
SW620 ir SW620/FU lastelese, o SW620/OXA Igstelése jj mazino.

3.4.3. Autofagijos reiksmé HCT116 lgsteliy ir jy sublinijy gyvybingumui

Kadangi HCT116/0XA lastelése po OxaPt poveikio autofagijos srautas

v

jvertinti, kokig reikSm¢ OxaPt indukuotam atsparumui turi autofagija.
Eksperimentai atlikti remiantis 2.2 pav. A schema. Specifinémis siRNR
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mazinome autofagosomy biogenezéje dalyvaujanciy baltymy ATG5, ATG7 ir
ATG12 kiekj. Transfekcijos efektyvuma vertinome kPGR. HCT116 Iastelése
ATGS5, ATGT ir ATG12 transkripty raiska sumazéjo, atitinkamai, 3,1, 4,1 ir
5,4 karto, HCT116/FU — 2,6, 3,5 ir 4,1 karto, 0 HCT116/0OXA lastelése ATG5
ir ATG7 raiska sumazéjo 4,4 karto, 0 ATG12 — 4,1 karto (3.11 pav. A).
Atlike KV testa nustatéme, kad ATG7 ir ATG12 raiskos tildymas sumazino
HCT116 lasteliy gyvybinguma, atitinkamai, 19 % (p =0,007) ir 30 %
(p =0,006). ATG12 raiskos tildymas padaré $ias Igsteles jautresnes OxaPt —
abiejy doziy atvejais gyvybingumas mazéjo 20 % (0,03 mM atveju p = 0,002;
0,06 MM — p <0,001) (3.11 pav. B). Vaistais neveikty HCT116/FU Igsteliy
gyvybingumas mazéjo po ATG5 ir ATG12 raiskos tildymo, atitinkamai, 17 %
(p=0,009) ir 26 % (p =0,004). ATG12 raiskos tildymas 12 % sumazino
HCTI116/FU lgsteliy gyvybinguma po abiejy OxaPt doziy (0,03 mM atveju
p =0,002; 0,06 MM — p=0,003) (3.11 pav. C). ATG7 ir ATG12 raiskos
tildymas sumazino HCT116/0OXA lgsteliy gyvybinguma, atitinkamai, 8 %
(p=0,02) ir 21% (p=0,03). Siy taikiniy raidkos tildymas nekeité
HCT116/0XA lasteliy gyvybingumo po OxaPt poveikio (3.11 pav. D).

A B
Il ATG5 [ |ATG7 [ ] ATG12 < HCT116
& 1,0 ; 120 0 mM 0,03 mM 0,06 mM
-E 0,8 < 100 = @ 00 o
% 0,6 & 80 Elg
; e E g0
> 04 >
a £ 40 S g e A E
el [N (N g = 5P=o:
f=
S I I I (0] I I I I I I I I I I I I
HCT116  HCT116/FU HCT116/OXA SRNR:NK 5 7 12NK 5 7 12NK 5 7 12
C D
< HCT116/FU - HCT116/0XA
S 3
,; 120 0mM 0,03 mM 0,06 mM 9 120 0mM 0,03 mM 0,06 mM
< 100 ﬁﬁ < 100 ﬁi" -
9 80 E i g 80 L i = 5 @
E 60 E 60 @ E Q
2 40 =Hd é o0 = 2 40
g 20 Sl 2 20
g = £
[0) I I I I I I I I I I I I (0] I I I I I I I I I I I I
SRNR:NK 5 7 12NK 5 7 12NK 5 7 12 SRNR:NK 5 7 12NK 5 7 12NK 5 7 12

3.11 pav. ATG5, ATG7 ir ATG12 reik§mé OxaPt sukeltam atsparumui HCT116
lastelése ir ju sublinijose. Transfekcijos efektyvumo vertinimas iRNR lygiu (A). HCT116
(B), HCT116/FU (C) ir HCT116/0XA (D) lasteliy gyvybingumas vertintas KV metodu po
transfekcijos siRNR (72 val.) bei OxaPt poveikio (48 val.). A pav. legendos spalvos nurodo
transkripta ir jam atitinkama specifing siRNR. NK — nespecifiniy siRNR misinys, 5 — ATGS5,
7 — ATG7, 12 — ATGI2 transkriptams specifinés siRNR. Pateikti: vidurkis + SD (A);
virSutiné ir apatiné paklaidy riba, atitinkamai, 90-tas ir 10-tas procentiliai, dézuté — IQR,
linija — mediana (B-D), n>3. ° nurodo statistiskai reik§mingg skirtumg tarp NK ir
specifinémis siRNR veikty lasteliy. °/°°/°°°, kai p <0,05/0,01/0,001.
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Autofagijos biogenezéje dalyvaujancCiy molekuliy reikSm¢ HCT116
lasteliy ir jy sublinijy gyvybingumui taip pat vertinome MTT metodu, kuris
atspindi oksidoreduktaziy aktyvuma (5 pr. 2 pav.). Nustatéme, kad MTT ir
KV rezultatai sutapo tik i§ dalies. ATG12 raiskos tildymas sumazino HCT116
kontroliniy ir 0,03 mM OxaPt veikty lasteliy metabolinj aktyvumga. Taciau
ATG5 ir ATG7 kiekio sumazinimas Siose Igstelése esant 0,06 mM OxaPt dozei
ji padidino (5 pr. 2 pav. A). Nutildzius ATG7 ir ATG12 raiska HCT116/FU
lastelése esant OxaPt poveikiui metabolinis aktyvumas sumazéjo
(5 pr. 2 pav. B). HCT116/0XA lastelése ATG7 raiskos tildymas padidino
metabolinj aktyvuma esant 0,03 mM OxaPt dozei (5 pr. 2 pav. C).

Ivertinus rezultatus galime teigti, kad ATG12 yra svarbus HCT116,
HCT116/FU ir HCT116/0XA lasteliy iSgyvenimui, 0 jo raiSkos tildymas
didina HCT116 ir HCT116/FU lasteliy jautrumg OxaPt poveikiui.

3.5. p62 reiksmé atsparumui

Selektyvios autofagijos receptoriaus p62 kiekio poky¢ius tyréme HCT116
ir SW620 lastelése ir jy sublinijose. Pirmiausia nustatéme p62 kiekj bei
autofagijos srautg. Kadangi autofagijos metu p62 yra suskaidomas, tad
sutrikdzius lizosomy funkcija galima nustatyti autofagijos srautg (Yoshii,
Mizushima, 2017, Ueno, Komatsu, 2020). Eksperimentai vykdyti pagal
2.1 pav. B schema. Toliau, mazindami p62 kiekj specifine siRNR, vertinome
jo reikSme HCT116 lasteliy ir jy sublinijy atsparumui. Eksperimentai atlikti
remiantis 2.2 pav. B schema.

3.5.1. p62 kiekio poky¢iai

Nustatéme, kad HCT116/FU sublinijoje, lyginant su HCT116 lastelémis,
p62 baltymo kiekis padidéjo 1,8 karto (p < 0,001), o jj koduojancio transkripto
SQSTM1 kiekis — 2 kartus. HCT116/0OXA lastelése p62 kiekis nepasikeité,
taciau 2 kartus sumazéjo SQSTML1 kiekis (3.12 pav. ir 6 pr. 1 pav. A).

Lasteles veikdami vaistais nustatéme, kad 5-FU poveikis p62 kiekj mazino
tik tévinése HCT116 Igstelése: 1,4 karto po 0,1 mM dozés ir 5,7 karto esant
0,3 mM 5-FU dozei (abiem atvejais p < 0,001) (3.12 pav. A, C). Stipri 5-FU
dozé siose lastelése reikSmingai mazino ir SQSTM1 kiekj (6 pr. 1 pav. B).
OxaPt poveikis mazino p62 kiekj tévinése HCT116 Igstelése ir nedideliu
atsparumu Siam poveikiui pasizyminéiose HCT116/FU lastelése. p62 Kiekis
po 0,03mM ir 0,06 MM OxaPt poveikio HCT116 lastelése Sumazgjo,
atitinkamai, 1,5 (p=0,007) ir 7,9 (p<0,01) karto, o HCT116/FU — 1,5
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(p=0,005) ir 1,8 (p < 0,001) karto (3.12 pav. B, C). OxaPt nekeité SQSTM1
kiekio (6 pr. 1 pav. C).

Toliau remiantis p62 kiekiu vertinome autofagijos srautg. Nustatéme, kad
HCT116 lastelése 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt dozés ji didino, atitinkamai,
6,2 ir 8 kartus (abiem atvejais p = 0,02), o HCT116/0OXA lastelése 0,03 mM
OxaPt poveikis jj didino 5 kartus (p = 0,049) (3.12 pav.).

A
HCT116 HCT116/FU HCT116/0XA
5-FU, mM 0 0,1 0,3 0 0,1 0.3 0 0,1 0,3
cQ - + - + - + -+ -+ - 4 -+ -+ -+

P62 [ - - — = | [ DD DD O | |~ = - - = |62 kD2

B-aklinas | w— e e ——— | |- — — - - = | o—— ——— - | 2 kDa

B

HCT116 HCT116/FU HCT116/0XA
OxaPt, mM 0 0,03 0,06 0 0,03 0,06 0 0,03 0,06
cQ - + - + - + -+ -+ -+ -+ - 4+ -+
pszl--—-- —”------H-————_lesza

B-aktinas |‘---_-| I___---l |-_ -—— — -|42 kDa

Cc D
Bl co- [ Jco+ Bl co- [ Jco+

E 3,0 HCT116 HCT116/FU A HCT116/O0XA 'é 3,0 HCT116 HCT116/FU HCT116/0OXA
g5 S5
g o g
g 2,0 2 2,0
% 15 % 1,5
21,0 *kk 21,0
<05 *okk Q0,5

o 0103 0 0103 0 01 03 0 0,030,06 0 0,030,06 0 0,030,06

5-FU konc., mM OxaPt konc., mM

3.12 pav. p62 baltymo kiekis HCT116 lastelése ir ju sublinijose. p62 baltymo kiekio
poky¢iai pragjus 48 val. po 5-FU (A ir C) ar OxaPt (B ir D) poveikio. Autofagijos srauto
nustatymui lastelés prie§ surinkimag inkubuotos 4 val. su 30 uM CQ. Pateikta vidurkis + SD,
n>3. StatistiSkai reik§Smingas skirtumas tarp lasteliy: jautriy ir atspariy (#); veikty ir
neveikty vaistais (*); be ir su CQ (°). °, kai p < 0,05; **, kai p < 0,01; ###/***, kai p < 0,001.

SW620 lastelése ir jy sublinijose p62 kiekis ir autofagijos srautas keitési
nezymiai. SW620/FU lgstelése 0,06 mM OxaPt poveikis p62 kiekj sumazino
1,4 karto (p = 0,02). Autofagijos srautas SW620/0OXA lastelése, lyginant su
SW620, padidéjo (p = 0,048), o vaisty poveikis ji panaikino (3.13 pav.).

Jverting p62 baltymo kiekio poky¢ius galime teigti, kad 1) lyginant su
tévinémis linijomis HCT116/FU lastelése p62 kiekis padidéjo, 0 SW620/0OXA
lastelése padidéjo autofagijos srautas; 2) 5-FU poveikis mazino p62 kiekj
HCT116 lastelése, o OxaPt jj mazino — HCT116, HCT116/FU ir SW620/FU
lastelése; 3) OxaPt poveikis padidino autofagijos srauta HCT116 ir
HCT116/0XA lastelése, o SW620/OXA lastelése 5-FU ir OxaPt poveikis
autofagijos srautg prieSingai — sumazino.
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A
SW620 SW620/FU SWE20/0XA

5-FU, mM 0 0.3 1 0 0.3 1 0 0.3 1
CQ - + - + -+ -+ -+ -+ -+ -+ - %

962|-"--___H—--—-_ll------lﬁZkDa

B-aktinas I--..-_-_._| |-__-_,_| |------|42 kDa

B
SWe20 SW620/FU SWE20/0XA
OxaPt, mM 0 0,03 0,06 0 0,03 0,06 1] 0,03 0,06
caQ - + - + - + - + -+ - + - + - + - +
pazl——.-_.___‘ |—.—-—_- —I |-——---|62kDa

B-aktinas |-—_---_] |- —-—--—I |-— ---|42 KkDa

Cc D
M co- [ co- B co- [ oo

825 SW620 SW620/FU | SW620/0OXA 825 SW620 SW620/FU | SW620/0XA
8 ]
g 2,0 o g 2,0 .
f=4 f=
% 1,5 % 15
&10 £10 .
Sos Qo5

' Q.

0 03 1 0 03 1 0 03 1 0 0,030,06 0 003006 0 0,030,06
5-FU konc., mM OxaPt konc., mM

3.13 pav. p62 baltymo kiekis SW620 lastelése ir ju sublinijose. p62 baltymo kiekio
poky¢iai praéjus 48 val. po 5-FU (A ir C) ar OxaPt (B ir D) poveikio. Autofagijos srauto
nustatymui lastelés prie$ surinkima inkubuotos 4val. su 30 uM CQ. Pateikta
vidurkis + SD, n > 3. Statisti§kai reikSmingas skirtumas tarp lgsteliy: veikty ir neveikty
vaistais (*); be ir su CQ (°). */°, kai p <0,05.

3.5.2. p62 reiksmé HCT116 lasteliy ir jy sublinijy atsparumui

Tolimesniems tyrimams pasirinkome HCT116 lasteles ir jy sublinijas, nes
HCT116/FU sublinijoje nustatéme padidéjusj p62 kiekj. Norédami nustatyti
p62 reikSme¢ atsparumui vertinome p62 raiskos tildymo jtaka lasteliy
gyvybingumui. Jj matavome KV ir MTT metodais. p62 raiska mazinome
SQSTML1 transkriptui specifine siRNR, kurios efektyvumas baltymo lygiu
praéjus 48 val. po transfekcijos visose Igstelése buvo 100 % (3.14 pav.).

HCT116  HCT116/FU HCT116/0XA
siRNR  NK  p62 NK p62 NK p62

p62 [wm— -— z-— | 62 kDa
B-aktinas | s v— — w— — — 1> D2

3.14 pav. p62 raiskos tildymo efektyvumas HCT116 lastelése ir ju sublinijose. p62
baltymo kiekis vertintas pra¢jus 48 val. po transfekcijos. NK — nespecifiniy siRNR misinys;
p62 — SQSTM1 transkriptui specifiné siRNR. n = 3.

KV metodas, atspindintis prie augimo pavirSiaus prikibusiy adherentiniy
lasteliy kiekj, parod¢, kad p62 raiskos tildymas sumazino kontroliniy Igsteliy
gyvybingumag ir daré jas jautresnes vaisty poveikiui (3.15 pav. A). Kontroliniy
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HCT116 lasteliy gyvybingumas sumazéjo 16 % (p < 0,001), HCT116/FU —
10% (p=0,01), o HCT116/0XA — 8% (p<0,001). HCT116 lasteliy
gyvybingumas po 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU doziy sumazéjo, atitinkamai, 13 %
(p<0,001) ir 8% (p =0,03), 0 po 0,03 MM OxaPt dozés — 14 % (p = 0,01).
HCT116/FU lastelés tapo jautresnés 0,1 mM 5-FU ir 0,03 mM OxaPt
poveikiui — gyvybingumas sumazéjo, atitinkamai, 13 % (p < 0,001) ir 9 %
(p=0,01). HCT116/0OXA lasteliy gyvybingumas mazé&jo 9 % esant 0,1 mM
ir 0,3 mM 5-FU dozéms (p reikSmés, atitinkamai, < 0,001 ir 0,01) bei 11 %
po 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt doziy (p reik§més abiem atvejais 0,009).

A
8120 - oo HCT116 . HCT116/FU HCT116/0XA
S100 0 = 7 = B
N4
% 80 = = 7 . = — B
@ R
60 000 o — ?
5» 40 L =0 = ] | & Te
£ 20 =, Heg = -
2
S T T T T T T T T T 1 T T 1 T T T T T T T T 1
o 0 0,1 0,3 0,03 0,06 0 0,1 0 3 0 03 0 06 0 0,1 0,3 0,03 0,06
5-FUmM OxaPt mM 5-FUmM OxaPt mM 5-FUmM OxaPt mM
[Ink [ pe2 BN [ pe2 BN [ pe2
B
$140 HCT116 oo HCT116/FU HCTllG/OXA
=120 EI @ —
=
S100 =5 soasl® = éié E a®
@ = = =
3 60 == 5 = BC B i E
E 40 == j
2 20
£ T T T T 1 T T T 1 T T T T 1
E 0 0,1 03 003 006 0 0,1 03 003 006 0 0,1 03 003 006
© 5-FUmM  OxaPt mM 5-FUmM  OxaPt mM 5-FUmM  OxaPt mM
[Nk [ pe2 BN [ pe2 BN [ pe2

3.15 pav. p62 reikimé HCT116 lasteliy ir juy subliniju atsparumui. Lasteliy
gyvybingumas matuotas KV (A) ir MTT (B) metodais praéjus 72 val. po transfekcijos
(48 val. po vaisty poveikio). NK — Zzmogaus transkriptams nespecifiniy siRNR miSinys;
p62 — SQSTML1 transkriptui specifiné siRNR. Pateikta: virSutiné ir apatiné paklaidy riba,
atitinkamai, 90-tas ir 10-tas procentiliai, dézuté — IQR, linija — mediana, n > 3. ° nurodo
statistiskai reik§mingg skirtuma tarp NK ir p62. °/°°/°°°, kai p < 0,05/0,01/0,001.

Atlikus  gyvybingumo matavima MTT metodu, kuris parodo
oksidoreduktaziy aktyvumg (toliau metabolinis aktyvumas), nustatéme, kad
p62 raiskos tildymas jj didino vaistams atspariose Iastelése (3.14 pav. B). p62
raiSkos tildymas padidino HCT116/FU lasteliy metabolinj aktyvumag 14 %
(p =0,005), o esant 0,1 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt dozéms jis did¢jo,
atitinkamai, 16 % (p <0,001) ir 15% (p = 0,003). HCT116/0XA lastelése
metabolinis aktyvumas po p62 raiskos tildymo didéjo 17 % (p = 0,03) esant
0,1 mM 5-FU dozei, 15 % (p = 0,002) — 0,03 mM ir 11 % (p = 0,03) 0,06 mM
OxaPt poveikiams.
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Kadangi vertinant lIgsteliy gyvybingumg KV ir MTT metodais gavome
priesingus rezultatus atspariose sublinijose, todél po p62 raiskos tildymo
jvertinome lasteliy skaiciy (6 pr. 2 pav.). Nustatéme, kad p62 raiskos tildymas
sumazino HCT116 ir HCT116/FU lasteliy skaiciy 20 % (atitinkamai,
p =0,005irp<0,001),0 HCT116/OXA lasteliy — 24 % (p < 0,001).

Iverting gyvybinguma po p62 raiskos tildymo galime teigti, kad 1) p62
raiskos tildymas mazino kontroliniy ir 5-FU ar OxaPt veikty HCT116 lasteliy
ir jy sublinijy gyvybinguma; 2) p62 raiskos tildymas didino HCT116/FU ir
HCT116/OXA lasteliy metabolinj aktyvuma.

3.5.3. p62 reiksme lasteliy zityje dalyvaujanciy baltymy Kiekiui

Norédami istirti p62 reikSme lasteliy iSgyvenimui, pirmiausia jvertinome
jo ry§j su lgsteliy zityje dalyvaujanéiais baltymais. Tam sudaréme baltymy
tarpusavio sgveiky tinkla (PPI) (6 pr.3pav.). Pradiniams mazgams
pasirinkome p62 ir baltymus, kurie dalyvauja apoptozéje (iniciacijos
kaspazés-2, 8, 9, 10 ir vykdomosios kaspazés-3, 6, 7) arba nekroptozéje
(RIPK1, RIPK3 ir MLKL). Kai kurie baltymai, tokie kaip kaspazé-8 ar
RIPK1, gali dalyvauti abiejy zucéiy reguliavime (Shalini et al., 2015). I3
baltymy tinklo matome, kad RIPK1 ir kaspazé-8 gali tiesiogiai sgveikauti su
p62. Zinoma, kad $ie baltymai sudaro kompleksus ir gali reguliuoti lasteliy
iSgyvenimo procesus (J. Chen et al., 2019). Todél tyréme p62 raiskos tildymo
itaka nekroptozéje ir apoptozéje dalyvaujanciy baltymy kiekiui HCT116
lastelése ir jy sublinijose. Tam pasirinkome 0,1 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt
poveikius, kuriems esant p62 raiSkos tildymas didina atspariy lgsteliy
metabolinj aktyvuma. Eksperimentai atlikti remiantis 2.2 pav. B schema.

Pirmiausia jvertinome p62 raiSkos tildymo jtaka autofagijos srautui
matuojant LC3-II kiekj po CQ poveikio. Tam pasirinkome HCT116/FU
lasteles, kuriose p62 kiekis padidéjo, lyginant su HCT116, o p62 raiskos
tildymas esant 0,1 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt dozéms didino metabolinj
aktyvuma. Nustatéme, kad p62 raiskos tildymas panaikino autofagijos srauta
kontrolinése ir OxaPt veiktose lastelése, o 5-FU jo nedidino (6 pr. 4 pav.).

Toliau tyréme p62 tildymo jtakg lgsteliy iSgyvenima valdanciy baltymy
kiekiui. RIPK1 tiesiogiai sgveikauja ir sudaro kompleksg su p62 (Xu et al.,
2021), be to saveikauja su daugeliu kity baltymy, tame tarpe ir lgstelés Zities
reguliatoriais, tokiais kaip RIPK3, kaspazé-8, CFLAR, FAS, TRAF2,
TRADD ar FADD (6 pr. 4 pav.), tad tyréme p62 reikSme RIPK1 kiekiui.
Pirmiausia vertinome RIPK1 kiekio pokycius po vaisty poveikio. 5-FU ir
OxaPt mazino RIPK1 kiekj HCT116 ir HCTI116/FU Igstelése, 0
HCT116/0XA lastelése prieSingai — didino. HCT116 lgstelése 5-FU poveikis

74



RIPK1 kiekj mazino 2,6 karto, o OxaPt — 1,7 karto (abiem atvejais p < 0,001).
HCT116/FU lastelése RIPK1 kiekis mazéjo 1,3 karto po 5-FU (p = 0,03) ir
2,4 karto po OxaPt (p < 0,001) poveikio. 5-FU ir OxaPt poveikiai RIPK 1 kiekj
HCT116/0XA lgstelése didino, atitinkamai, 1,5 (p =0,04) ir 2 kartus
(p =0,02) (3.16 pav. juodi stulpeliai).

NutildZius p62 raiSka nustatéme, kad RIPK1 kiekis sumazéjo visose
lastelése. HCT116 kontrolinése lgstelése jis mazé&jo 2 kartus, po 5-FU
poveikio — 4 kartus, o po OxaPt — 5 kartus (visais atvejais p <0,001).
HCT116/FU kontrolinése lgstelése sumazéjo 1,8 karto, po 5-FU poveikio —
3,4 karto (abiem atvejais p <0,001), o po OxaPt — 9,1 karto (p = 0,003).
Vaistais neveiktose HCT116/0OXA lastelése p62 raiskos tildymas RIPK1 kiekj
sumazino 1,4 karto (p = 0,03), esant 5-FU poveikiui — 2,5 karto (p = 0,007),
OxaPt — 4,2 karto (p < 0,001) (3.16 pav. juodi stulpeliai lyginant su baltais).

0 5-FU  OxaPt

SIRNR NK p62 NK p62 NK p62 _ HEN< [ ]pe2
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3.16 pav. RIPK1 Kiekis po p62 raiskos tildymo HCT116 lastelése ir ju sublinijose.
RIPK1 kiekis matuotas praéjus 72 val. po transfekcijos (48 val. po vaisty poveikio). NK —
zmogaus transkriptams nespecifiniy siRNR miSinys; p62 — SQSTML1 transkriptui specifiné
siRNR. Pateikta vidurkis + SD; n > 3. Statistiskai reik§mingas skirtumas tarp Igsteliy: veikty
ir neveikty vaistais (*); NK ir p62 (°). */°, kai p <0,05; °°, kai p <0,01; ***/°°° kai
p <0,001.

Kadangi RIPK1 kiekis priklausé nuo p62, tad toliau tyréme p62 raiskos
tildymo jtaka nekroptozei svarbaus RIPK3 kiekiui. Zinoma, kad RIPK1 gali
sgveikauti su RIPK3 per RHIM domena, sukelti auto- arba transfosforilinima
ir jj aktyvinti (Karlowitz, van Wijk, 2023). Siame darbe vertinome fosforilintg
RIPK3 (pRIPK3) formg, kuri dalyvauja nekroptozéje (Ser227) (Dhuriya,
Sharma, 2018). Nustatéme, kad HCT116 lgstelése 5-FU poveikis 1,4 karto
(p =0,03) sumazino pRIPK3 kieki. HCT116/FU lastelése pRIPK3 kiekis
mazéjo po 5-FU ir OxaPt poveikio, atitinkamai, 1,2 (p = 0,007) ir 3 kartus
(p <0,001). HCT116/0OXA lastelése pRIPK3 kiekis Kito priesingai — didéjo
2 kartus po OxaPt poveikio (p < 0,001) (3.17 pav. juodi stulpeliai).

p62 raiSkos tildymas 2,1 karto (p =0,008) sumazino pRIPK3 kiekj
HCT116/FU lastelése po 5-FU poveikio, 0 HCT116/0OXA lastelése 2,2 karto
(p < 0,001) po OxaPt poveikio (3.17 pav. juodi stulpeliai lyginant su baltais).
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3.17 pav. pRIPKS3 kiekis po p62 raiskos tildymo HCT116 lastelése ir jy sublinijose.
pRIPK3 kiekis vertintas pra¢jus 72 val. po transfekcijos (48 val. po vaisty poveikio). NK —
zmogaus transkriptams nespecifiniy siRNR misinys; p62 — SQSTM1 transkriptui specifiné
siRNR. Pateikta vidurkis + SD; n > 3. Statistiskai reik§mingas skirtumas tarp lasteliy: veikty
ir neveikty vaistais (*); NK ir p62 (°). *, kai p <0,05; **/°°, kai p <0,01; ***/°°°, kai
p <0,001.

OxaPt poveikis HCT116/0OXA lastelése didino RIPK1 ir pRIPK3 kiekj,
tad tyréme, ar Sis poveikis sukelia nekroptoze¢. Tai atlikome vertindami
HCTI116 ir jy atspariy sublinijy gyvybinguma po RIPK3 inhibitoriaus
GSK843 poveikio. Nustatéeme, kad GSK843 neturéjo jtakos 5-FU ir OxaPt
veikty lasteliy gyvybingumui (duomenys nepateikti), tad nekroptozés
HCT116 lastelése ir jy sublinijose Sie vaisty poveikiai neindukuoja.

Toliau tyréme p62 raiSkos tildymo reikSme apoptozéje dalyvaujanéios
kaspazés-3 kiekiui. Nustatéme, kad 5-FU ir OxaPt poveikiai aktyvina
kaspaze-3 HCT116 ir HCT116/FU, bet ne HCTI116/OXA Iastelése
(3.18 pav.), 0 p62 raiskos tildymas jos aktyvumg mazino. HCT116 lastelése
p62 raiskos tildymas esant 5-FU poveikiui jj sumazino 2,6 karto. HCT116/FU
lastelése kaspazés-3 aktyvumas po p62 raiskos tildymo esant 5-FU ar OxaPt
poveikiui mazéjo, atitinkamai, 2,7 ir 3,5 karto (visais atvejais p < 0,001)
(3.18 pav. juodi stulpeliai lyginant su baltais).
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3.18 pav. Aktyvi kaspazé-3 po p62 raiskos tildymo HCT116 lastelése ir ju sublinijose.
Kirptos (aktyvios) kaspazés-3 kiekis nustatytas pra¢jus 72 val. po transfekcijos (48 val. po
vaisty poveikio). NK — zmogaus transkriptams nespecifiniy siRNR misinys; p62 — SQSTM1

transkriptui specifiné siRNR. Pateikta vidurkis + SD, n > 3. ° Zymi statistiskai reikSmingg
skirtuma tarp NK ir p62. °°°, kai p < 0,001.
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Taip pat jvertinome p62 raiskos tildymo jtaka apoptozei lasteles dazant
aneksinu V ir propidzio jodidu (PI) bei matuojant BAX ir BCL2 santyki.
Nustatéme, kad p62 raiskos tildymas nedidino zuvusiy Igsteliy kiekio (6 pr.
5 pav. A), bet sumazino BAX/BCL2 santykj HCT116/FU lastelése po 5-FU ir
OxaPt poveikio (6 pr. 5 pav. B).

Apibendrinant gautus rezultatus galima teigti: 1) p62 raiskos tildymas
mazino RIPK1 kiekj kontrolinése ir 5-FU ar OxaPt veiktose HCT116 Igstelése
ir jy sublinijose 2) pRIPK3 kiekis maz¢éjo po p62 raiskos tildymo HCT116/FU
lastelése po 5-FU poveikio ir HCT116/OXA lastelése po OxaPt poveikio;
3) p62 raiskos tildymas sumazino kaspazés-3 aktyvuma HCT116 lastelése po
OxaPt poveikio, 0 HCT116/FU — po 5-FU ir OxaPt poveikiy.

3.5.4. p62 reiksmé citokiny Kiekiui

Kadangi p62 raiskos tildymas mazino apoptozéje ir nekroptozéje
dalyvaujan¢iy baltymy kiekj, o tai nepaaiskino sumazéjusio Iasteliy
gyvybingumo, todél toliau vertinome p62 reikSme lasteliy proliferacijg
reguliuojanéiy citokiny raiskai. Pasirinkome citokinus, kuriy raiska padidéjo
chemoterapiniams vaistams atspariose lastelése (3.2 skyrius).

[ JHCcT116 [ ] HCT116/FU [ | HCT116/0OXA
5=

2,0 -
1,5 -
1,0 -
oL 1 fag UL DT
ILIA L6 CXCL8 TNF CXCRL CXCR2

p62 SRNR

Transkiipty kiekis, kartai

3.19 pav. Citokiny transkriptu rai§ka po p62 raiskoes tildymo HCT116 lastelése ir ju
sublinijose. kPGR atlikta pragjus 48 val. po siRNR transfekcijos. Transkripty raiska
normalizuotas pagal HPRT atskaitos gena. Poky¢iai skaiCiuoti pagal lasteles, veiktas
zmogaus transkriptams nespecifiniy siRNR miSiniu (iStisiné linija). Punktyrinés linijos Zymi
biologiskai reik§mingg kiekio pokytj. Pateikta vidurkis + SD, n = 3.

Atlike kPGR nustatéme, kad p62 raiskos tildymas sumazino IL1A
transkripty raiska visose lasteliy linijose: HCT116 — 3,6 karto, HCT116/FU —
3,2 karto, 0 HCT116/0OXA — 2 kartus. IL6 raiska sumazéjo tik HCT116
lastelése 2,4 karto. CXCLS8 kiekis po p62 raiskos tildymo sumazéjo atspariose
sublinijose: HCT116/FU — 3,9 karto, 0 HCT116/0OXA — 2,9 karto. Citokiny
receptoriaus CXCR2 transkripty raiska sumazéjo visose lasteléese: HCT116 —
5,2 karto, HCT116/FU — 4,6 karto, HCT116/0XA — 2,3 karto (3.19 pav.).

Kadangi p62 raiskos tildymas mazino CXCL8 raiska atspariose sublinijose,
todél tyréme jo koduojamo baltymo IL8 kiekj. IL8 yra sekretuojamas
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baltymas, todél jo kiekj vertinome lasteliy auginimo terpé&je. Pirmiausia
nustatéme 0,1 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt poveikio reikSme 1L8 sekrecijai
(3.20 pav.). Nustatéme, kad HCT116 ir HCT116/FU lastelése 5-FU poveikis
mazino IL8 kiekj — mediana mazéjo, atitinkamai, 1,9 (p=0,02) ir 1,4
(p = 0,049) karto (geltonos ir zalios dézutés). HCT116/0OXA lastelése 5-FU
poveikis IL8 sekrecija padidino 3,4 karto (p < 0,001) (raudona dézuté). OxaPt
poveikis HCT116/FU ir HCT116/0OXA lastelése IL8 sekrecija didino,
atitinkamai, 1,3 karto (p = 0,02) ir 1,7 karto (p < 0,001).
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3.20 pav. ILS8 Kiekis terpéje po p62 raiskos tildymo HCT116 lastelése ir juy sublinijose.
IL8 kiekis nustatytas pra¢jus 72 val. po transfekcijos (48 val. po 0,1 mM 5-FU ar 0,06 mM
OxaPt poveikio). NK — zmogaus transkriptams nespecifiniy siRNR misinys; p62 — SQSTM1
transkriptui specifiné siRNR. Pateikta virSutiné ir apatiné paklaidy riba, atitinkamai, 90-tas
ir 10-tas procentiliai, dézut¢ — IQR, linija — mediana, n> 3. StatistiSkai reikSmingas
skirtumas tarp lasteliy: veikty ir neveikty vaistais (*); NK ir p62 (°). °/*, kai p < 0,05; °°, kai
p <0,01; **%/°°° kai <0,001.

p62 raiskos tildymas 1émé IL8 kiekio sumazéjima visose lgsteliy linijose.
Vaistais neveiktose HCT116 lgstelése IL8 koncentracija sumazéjo 6 kartus
(p < 0,001), po 5-FU poveikio — 1,8 karto (p < 0,001), o po OxaPt — 1,2 karto
(p=0,009) (3.20 pav. geltonas dézutes lyginant su gelsvomis). Vaistais
neveiktose HCT116/FU lastelése p62 tildymas IL8 kiekj sumazino 3,6 karto
(p <0,001), po 5-FU poveikio — 1,6 karto (p =0,002), o po OxaPt poveikio
poky¢iy nenustatyta (3.20 pav. zalias déZutes lyginant su Zzalsvomis).
HCT116/OXA lastelése, neveiktose vaistais, IL8 kiekis po p62 raiskos
tildymo sumazéjo 1,4 karto (p <0,001), esant 5-FU poveikiui 1,4 karto
(p =0,001), o esant OxaPt — 1,7 karto (p = 0,03) (3.20 pav. raudonas dézutes
lyginant su rausvomis).

Kadangi p62 raiskos tildymas mazino IL8 receptoriy koduojancio
transkripto CXCR2 transkripty kiekj, tad toliau tyréme, ar tai sumazina ir
baltymo kiekj. Nustatéme, kad p62 raiSkos tildymas jj sumazino 1,2 karto
(p =0,02) tik HCT116/FU kontrolinése lastelése (3.21 pav. juodi stulpeliai
lyginant su baltais). Vaisty poveikis neturéjo jtakos CXCR2 baltymo kiekiui,
i8skyrus tuo atveju, kai HCT116/FU lgstelés buvo veiktos 0,1 mM 5-FU doze.
CXCR?2 kiekis sumazéjo 1,2 karto (p = 0,03) (3.21 pav. juodi stulpeliai).
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3.15 pav. CXCR2 kiekis po p62 raiskos tildymo HCT116 lastelése ir ju sublinijose.
CXCR2 kiekis tirtas praéjus 72 val. po transfekcijos (48 val. po 0,1 mM 5-FU ar 0,06 mM
OxaPt poveikio). NK — zmogaus transkriptams nespecifiniy siRNR misinys; p62 — SQSTM1
transkriptui specifiné siRNR. Pateikta vidurkis + SD; n=>3. Statistiskai reikSmingas
skirtumas tarp lgsteliy: veikty ir neveikty vaistais (*); NK ir p62 (°). */°, kai p <0,05.

Apibendrinant gautus rezultatus galime teigti, kad p62 raiskos tildymas
mazino 1) citokiny transkripty raiska HCT116 lgstelése — IL1A, IL6 ir CXCR2,
HCT116/FU ir HCT116/0XA — IL1A, CXCL8 ir CXCR2; 2) IL8 baltymo
kiekj kontrolinése ir 5-FU veiktose HCT116 Igstelése ir jy sublinijose, bei po
OxaPt poveikio — HCT116 ir HCT116/0OXA lgstelése.
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4. DISKUSUA

Siame darbe vertinome atsparumo chemoterapiniams vaistams 5-FU ir
OxaPt molekulinius mechanizmus kolorektalinio vézio (CRC) Iastelése.
Tyréme citokiny, serpiny ir autofagijos baltymy kiekio pokyc¢ius atsparumag
chemoterapiniams vaistams jgijusiose CRC Igstelése bei autofagijos reikSme
atsparumui. Eksperimentams naudojome atsparias sublinijas, kurios buvo
iSvestos musy laboratorijoje i§ HCT116 ir SW620 lasteliy, jas ilga laika
kultivuojant su 5-FU (HCT116/FU ir SW620/FU) arba OxaPt (HCT116/0XA
ir SW620/0XA\). Sie vaistai pasirinkti, nes iki $iol pavienis 5-FU poveikis
arba jo kombinacija su OxaPt yra pagrindinis pazengusio CRC gydymo biidas.
Pirmiausia jvertinome Siame darbe naudoty lasteliy atsparumo lygj.
Gyvybingumo vertinimas po 5-FU ir OxaPt poveikio atskleidé, kad SW620
lastelés yra atsparesnés vaisty poveikiui nei HCT116 lasteliy linija. Tai galima
paaiskinti HCT116 ir SW620 Iastelése esanciomis skirtingomis vézio
vystymasi skatinan¢iomis mutacijomis. Nors abi lasteliy linijos turi mutavusj
KRAS geng, ta¢iau tik SW620 lastelése yra mutaves TP53 (Ahmed et al.,
2013). Zinoma, kad mutaves TP53 yra susijes su atsparumu chemoterapiniams
vaistams CRC atveju (Li et al., 2019). ISvestos sublinijos pasizyméjo skirtingu
atsparumu vaistams. SW620/FU ir SW620/0XA sublinijy atsparumas 5-FU
ir OxaPt poveikiui buvo mazesnis lyginant su sublinijomis, i§vestomis i$
HCT116 lasteliy. Be to, nors HCT116/FU, SW620/FU ir HCT116/0XA
lasteliy atsparumas buvo indukuotas pavieniu vaisto poveikiu, taciau Sios
sublinijos jgijo atsparumg abiem vaistams. Daugybinis atsparumas yra daznai
stebimas véZio atveju, kai lastelés, veiktos pavieniu vaistu, tampa atsparios ir
kitiems vaistams, veikiantiems skirtingais mechanizmais (Bukowski et al.,
2020).

Norédami jvertinti pasirinkty molekuliy kiekio pokycius ir molekulinius
veikimo mechanizmus chemoterapiniams vaistams atspariose CRC lastelése
pasirinkome tris aspektus: 1) tyréme molekulinius poky¢ius, jvykusius
atspariose sublinijose, lyginant su jautriomis; 2) vertinome 5-FU ir OxaPt
jtaka autofagijos intensyvumui ir pasirinkty molekuliy kiekiui; 3) nustatéme
pasirinkty taikiniy raiskos tildymo reikSme lasteliy gyvybingumui.

Pirmiausia jvertinome, kaip atspariose HCT116/FU ir HCT116/0XA
sublinijose, lyginant su HCT116, pasikeité citokiny transkripty raiska ir kaip
ji keitési po 5-FU ir OxaPt poveikio. HCT116/FU lastelése padidéjo daugelio
vézio vystymasi skatinanciy citokiny raiSka: IL1A, IL6, 1L32, CXCL3,
CXCL4, CXCL5, CXCL8, CXCL10 ir EGF. Siose lastelése pakito ir citokiny
receptorius koduojanciy transkripty raiska: CXCR1 ir CXCR2 — padidéjo, o
CXCR4 —sumazéjo. HCT116/0XA lastelése citokiny raiska pasikeité maZziau.
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Siose lastelése padidéjo IL6, CXCL1, CXCL11, CXCR1 ir CXCR4, bet
sumazéjo L7 ir CXCR2 raiska. Zinoma, kad citokinai, reguliuvodami apoptoze,
NF-xB signalinj kelig, kity citokiny raiska, autofagija ar vaistus iSneSanciy
nesikliy kiekj, dalyvauja susidarant jgytam atsparumui (1.2 lentelé). Parodyta,
kad IL6 ir IL8 didina vaistus i$nesancio neSiklio ABCC1 kiekj (Shi et al.,
2012), kuris yra susij¢s su 5-FU ir OxaPt indukuotu atsparumu CRC lastelése
(Cao et al., 2017). Parodyta, kad IL8 gali reguliuoti NF-«xB signalinj kelia,
kuris yra susijes su atsparumu 5-FU (Korber et al., 2016), o 5-FU atspariose
CRC lagstelése IL8 receptoriaus CXCR2 blokavimas sumazina Iasteliy
gyvybingumg (Dabkeviciene et al., 2015). Fosforilintas EGFR (Tyr1068),
kurio kiekis yra padidéjes HCT116/FU ir HCT116/0OXA sublinijose
(nepublikuoti duomenys), kity autoriy duomenimis yra siejamas su atsparumu
5-FU ir OxaPt (Qian et al., 2019). Tai leidZia daryti prielaida, kad citokinai ir
ju receptoriai galéty biiti potencialiis atsparumg 5-FU ir OxaPt lemiantys
veiksniai. Toliau tyréme 5-FU ir OxaPt poveikj citokiny ir jy receptoriy
transkripty raiskai. Iki Siol yra mazai duomeny apie citokiny raiSkos pokycius
vézinése lgstelése po chemoterapiniy vaisty poveikio (Groysman et al., 2021),
dar maziau yra zinoma apie jy raiska vaistams atspariose vézinése lastelése.
Siame darbe nustatéme, kad HCT116 lastelése tick 5-FU, tiek OxaPt poveikis
reik§mingai didino IL1A, IL6, IL32, CXCL8, CXCR1, CXCR2 ir CXCR4
raiSka, o HCT116/FU ir HCT116/0OXA lasteliy atsakas priklausé nuo vaisto.
HCT116/FU lastelése citokiny raiSka labiau didéjo po OxaPt, o
HCT116/0XA lastelése atvirksciai — po 5-FU poveikio. Taigi, vaistas, kurj
naudojant buvo iSvesta tam tikra sublinija, nesukelia citokiny raiskos
padidéjimo. Citokiny raiskos pokyciai gali buti lastelés atsakas j vaisto sukelta
stresa, prie kurio ji néra prisitaikiusi. Taip pat, citokiny raiSkos padidéjimas
gali buti budas lgsteléms apsisaugoti nuo vaisty sukelto citotoksiskumo.
Zinoma, kad kai kurie citokinai skatina vaisty priesvéZines savybes, kai kurie
priesingai — lemia véziniy lasteliy proliferacijg, metastazes ir atsparumg. Po
vaisty poveikio padidéjusi interleukiny ir chemokiny raiska daZniausiai
skatina proliferacija ir daro teigiama poveikj vézio progresijai (Groysman et
al., 2021).

Tirdami serpiny transkripty raiska HCT116 ir SW620 lastelése bei jy
sublinijose nustatéme, kad SB5 kiekis padidé¢jo HCT116/FU lastelése ir
sumazéjo SW620/FU, o 5-FU ir OxaPt poveikis didino jo kiekj visose
lastelése, iSskyrus HCT116/OXA sublinija, todél toliau tyréme jo baltymo
kiekj. Nustatéme, kad HCT116/FU, HCT116/0OXA ir SW620/0OXA lastelése,
lyginant su tévinémis linijomis, padidéjo citoplazmoje esan¢io SB5 Kiekis, 0
SW620/FU lastelése prieSingai — sumaz¢jo. Duomeny apie SBS5 jtaka
atsparumui néra, tac¢iau zinoma, kad jo raiska yra padidéjusi CRC lastelése
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lyginant su sveikomis (Chang et al., 2018). Taip pat yra parodyta, kad ne tik
SBS5 kiekis, bet ir jo lokalizacija lasteléje turi jtakos vézio vystymuisi ir
agresyvumui (Gurzu, Jung, 2021). SW620 lastelése ir jy sublinijose SB5 yra
daugiau branduolyje nei citoplazmoje, o HCT116 lastelése ir jy sublinijose
atvirk$¢iai — jo yra daugiau citoplazmoje. Zinoma, kad SB5 lokalizacija CRC
lastelése priklauso nuo mikrosatelity btklés (Gurzu, Jung, 2021). MSS
sporadiniy kolorektaliniy adenokarcinomy, tame tarpe ir SW620, SBS5
branduolio raiSka laikoma didelio agresyvumo, didelio pumpury susidarymo
laipsnio ir auksto laipsnio dediferenciacijos rodikliu. MSI pasizyminciose
CRC lastelése, tame tarpe ir HCT116, SB5 kiekis yra didesnis citoplazmoje
nei branduolyje (Gurzu, Jung, 2021). Toliau vertinome 5-FU ir OxaPt poveikij
SB5 kiekiui. Sie vaistai padidino jo kiekj HCT116 ir HCT116/FU lastelése.
HCT116/OXA lastelése SB5 kicekis padidéjo tik po 5-FU poveikio. SW620
lastelése ir jy sublinijose SB5 kiekj nustatéme ne tik citoplazmoje, bet ir
branduolyje. Vaisty poveikis skirtingai veiké citoplazmoje ir branduolyje
esancio SBS kiekj. 5-FU ir OxaPt nezymiai, bet reikSmingai, padidino SB5
kiekj SW620 ir SW620/FU lgsteliy citoplazmoje, 0 SW620/OXA lgstelése jis
didéjo tik po stipresnés OxaPt dozés. Taigi, 5-FU ir OxaPt skirtingai keité SB5
kiekj skirtingose lasteliy linijose. Tai gali biiti susij¢ su p53 baltymu, kuris
indukuoja SB5 raiska (Lin et al., 2019), o p53 koduojanéio TP53 geno raiska
yra indukuojama jvykus DNR pazaidoms, kurias sukelia 5-FU ar OxaPt
poveikis (Cho et al., 2020, Yang et al., 2016). HCT116 ir HCT116/FU
lastelése TP53 genas yra laukinio tipo, 0 HCT116/OXA lastelése TP53 turi
dvi mutacijas: Y236C DNR prijungimo domene, ir 1255T p53 agregavimo
regione (nepublikuoti duomenys). SW620 Igstelése TP53 genas taip pat turi
dvi mutacijas: R273H DNR prijungimo domene ir P309S lokalizacijos j
branduolj sekoje (NLS) (Ahmed et al., 2013). Dél mutacijy, jvykusiy DNR
prijungimo domene, sumazéja p53 aktyvinamy geny raiska, tame tarpe ir SB5.
Yra parodyta, kad skrandZio vézio lastelése, turiniose mutacijas TP53 geno
DNR prijungimo domene, SB5 kiekis yra maZesnis nei lastelése, turinciose
laukinio tipo TP53 (Gurzu et al., 2020). SW620 lastelése ir jy sublinijose,
turin¢iose mutavusj TP53, nezymiai padidéjusj SB5 kiekj po 5-FU ir OxaPt
poveikio galgjo lemti ir kiti signaliniai keliai, indukuojantys SB5 raiska
(Wongnoppavich et al., 2017). SW620 lasteliy ir jy sublinijy branduolyje
esancio SB5 kiekis po 5-FU ir OxaPt poveikio skyrési tarp lasteliy linijy ir
taip pat priklausé nuo vaisto ar jo dozés. Zinoma, kad SB5 pernasg j branduolj
aktyvina EGF-EGFR signalinis kelias (Longhi et al., 2021). Misy tyrimai
parodé, kad kitoje CRC lgsteliy linijoje HCT116 ir jy sublinijose EGF ir
EGFR transkripty kiekis (3.3 pav.) bei EGFR aktyvumas (nepublikuoti
duomenys) keitési skirtingai, priklausomai nuo lasteliy, vaisto ir jo dozés.
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Galima manyti, kad vaisty poveikis, turédamas skirtingg poveikj EGF ir
EGFR kiekiui ar signalinio kelio aktyvumui, gali lemti ir skirtingg branduolyje
esancio SBS5 kiekj.

Toliau vertinome autofagijos poky¢ius HCT116 ir SW620 lgstelése bei jy
sublinijose. Autofagosomy brendimui svarbiy baltymy ATG7 ir ATGI2
kiekis, lyginant su jautriomis, skyrési tarp atspariy sublinijy. ATG7 baltymo
kiekis nezymiai, bet reikSmingai padidéjo HCT116/FU ir HCT116/0XA
lasteléese (Kukcinaviciate, 2019), o ATGI12 baltymo kiekis padidéjo
HCT116/0XA lastelése. SW620 lasteliy sublinijose ATG7 ir ATG12 kiekio
poky¢iy nenustatéme. ATG7 ir ATG12 dalyvauja autofagosomy susidaryme.
ATGT7 aktyvina ATGS $eimos baltymus (jskaitant LC3) ir ATG12. Tai svarbu
ATGS8 seimos baltymy kovalentiniam prijungimui prie PE, kuris jeina j
autofaginiy membrany sudétj (Nakatogawa, 2020). CRC audiniuose, lyginant
su sveiku audiniu, yra padidéjes ATG5, ATG7, ATG12 kiekis (H. Liu et al.,
2022, Scherr et al., 2020). Taip pat yra nustatyta, kad autofagija yra
suaktyvejusi ir kitose, igyta atsparuma turinciose vézinése lastelése. Gimdos
kaklelio vézio lastelése, atspariose paklitakseliui, padidéjo ATG7 ir ATG12-
ATGS konjugato kiekis (Peng et al., 2014), cisplatinai atspariose plauéiy
vézio (W. Li et al., 2020) ir osteosarkomos (Jiang et al., 2017) lastelése
padidéjo ATGS ir ATG7 kiekis. Kriities vézio lastelése, atspariose 5-FU,
docetakseliui arba doksorubicinui, padidéjo ATG5 kiekis (C. K. Das et al.,
2018), o vinkristinui atspariose skrandzio vézio lastelése padidéjo ATG12
kiekis (An et al., 2015).

Toliau vertinome autofagijos baltymo LC3B-II kiekj, kuris koreliuoja su
autofagosomy skai¢iumi (Nakatogawa, 2020). Lyginant su tévinémis
linijomis autofagosomy Kiekis atspariose sublinijose keitési skirtingai. Jy
padaugéjo HCT116/FU ir SW620/0XA Iastelése, o HCT116/0OXA ir
SW620/FU prieSingai — sumazéjo. Kiti autoriai yra nustate, kad CRC Igsteliy
sublinijose, atspariose 5-FU (Xian et al., 2020) ar OxaPt (Huang et al., 2018)
poveikiui, autofagosomy kiekis yra padidéjes. Autofagijos intensyvumg
(srautg) vertinome pagal LC3B-II ir p62 kiekio pokycius, kai skaidymas
lizosomose yra sutrikdytas. LC3B-II jeina j autofagosomy membrany sudétj
ir dalis jo yra suskaidoma autolizosomose (Klionsky et al., 2021), o0 p62 yra
autofagijos substratas, kuris autofagijos metu kartu su savo kroviniu yra
suskaidomas (Ueno, Komatsu, 2020). Autofagijos srautas (pagal LC3B-I1I)
taip pat skyrési tarp sublinijy. Jis sumazéjo HCT116/OXA lastelése, bet
padidéjo SW620/FU ir SW620/0OXA sublinijose. Tai rodo, kad i§ HCT116
lasteliy i8vestose sublinijose skaidymo intensyvumas autofagosomose
nepasikeité arba neZymiai sumazéjo, o SW620 Igsteliy sublinijose padidéjo.
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Selektyvios autofagijos receptoriaus p62 kiekis, lyginant su tévine linija,
padidéjo HCT116/FU lgstelése, o SW620/OXA lastelése padidéjo autofagijos
srautas (pagal p62). Tai reiSkia, kad SW620/OXA lagstelése skaidymo greitis
yra padid¢jes. Yra nustatyta, kad CRC serganciy pacienty véziniuose
audiniuose p62 kiekis yra padidéjes lyginant su sveiku audiniu ir yra siejamas
su bloga gijimo prognoze (Ren et al., 2014, J. Zhang et al., 2019). Pagal kity
autoriy duomenis p62 kiekis atspariose Iastelése priklauso nuo vézio tipo ar
atsparumo konkre¢iam vaistui. MDR pasizymin€iose kiausidziy vézio
lastelése bei atsparumg OxaPt turinCiose CRC lastelése p62 kiekis yra
sumazeéjes, 0 autofagijos srautas yra padidéjes (Sun et al., 2020, J. Wang et
al., 2018). Skrandzio véZio lastelése, atspariose cisplatinai, p62 kiekis taip pat
yra sumazgjes lyginant su jautriomis lastelémis (Miao et al., 2021). Padidéjes
p62 kiekis yra galvos ir kaklo vézio lgstelése, atspariose prie§véziniam vaistui
RITA (Shin et al., 2017), OxaPt atspariose kepeny vézio lastelése (Ma et al.,
2021) ir triguba atsparuma turin¢iose HEp-2 epitelio vézio lastelése (Battista
et al., 2018).

4.1 lentelé. Autofagijos poky¢iai atspariose sublinijose lyginant su jautriomis.
Baltymas/Procesas HCT116/FU HCT116/0XA SW620/FU SW620/0XA

ATGT T T

ATG12 - ™ - -
LC3B-II N* * N ™
Srautastcss-Ii -* N T T
p62 0 - - .
Srautasps? - - - ™

* palyginimui duomenys paimti i§ E. Kukcinavicitte, 2019

Srautas — autofagijos srautas pagal LC3-11 ar p62 kiekio poky¢ius esant ir nesant CQ.
N — kiekio/proceso didéjimas/aktyvinimas,, — maZéjimas/slopinimas; - — pokytis
statistiskai nereikSmingas.

Apibendrinant rezultatus galima teigti, kad HCT116/FU ir HCT116/0XA
lastelés skiriasi pagal autofagijos baltymy kieki. HCT116/FU sublinijoje
padidéjo ATG7, LC3B-II ir p62 kiekis, o HCT116/OXA Iastelése padidéjo
ATG7 ir ATG12 kiekis, 0 LC3B-Il kickis sumazéjo. Siose sublinijose
autofagijos srautas nezymiai sumazéjo arba nepasikeité lyginant su tévine
linija. Tai rodo, kad galimai autofagosomos susidaro, bet skaidymas jose yra
sutrikgs arba sulétéjes. Nepaisant to, kad SW620/FU ir SW620/0XA
sublinijose, lyginant su SW620, nepasikeité ATG7 ir ATG12 baltymy kiekis,
ta¢iau iSaugo autofagijos srautas, tai rodo, kad autofagija galéty biati svarbi
igytam atsparumui Siose sublinijose.

Toliau vertinome, kaip autofagija keitési po 5-FU ir OxaPt poveikio.
Nustatéme, kad HCT116 ir SW620 lastelése bei jy sublinijose vaistai
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autofagijg veiké skirtingai (4.2 lentelé). HCT116 Iastelése 5-FU ir OxaPt
mazino ATG7, ATG12 ir p62 kiekj, bei autofagijos srautg (pagal LC3B-II).
HCTI116/FU lgstelése abu vaistai taip pat sumazino ATG7, ATG12 kiekj, bei
autofagijos srautg (pagal LC3B-1I), o p62 kiekis mazéjo po OxaPt poveikio.
HCT116/0XA lastelése Siy vaisty jtaka autofagijai iSsiskyré. 5-FU poveikis
mazino ATG7, ATG12 kiekj ir autofagijos srautg (pagal LC3B-II), o OxaPt
priesingai — didino ATG7 kiekj ir autofagijos srauta (pagal LC3B-II ir p62).
SW620 Iastelése ir jy sublinijose autofagija priklausé nuo vaisto. Jdomu tai,
kad $iose linijose 5-FU ir OxaPt mazino ATG?7, bet didino ATG12 baltymo
kiekj, o autofagijos srautas priklausé nuo vaisto. SW620 ir SW620/FU
lastelése 5-FU autofagijos srauta (pagal LC3B-IlI) slopino, o OxaPt
prieSingai — aktyvino. SW620/OXA lgstelése autofagijos srautas (pagal
LC3B-II ir p62) mazéjo po abiejy vaisty poveikiy.

4.2 lentelé. Autofagijos poky¢iai po 5-FU ir OxaPt poveikio.

HCT116 HCT116/FU HCT116/0XA
Baltymas/Procesas  5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt
ATGT* N2 N% N% N% Jo3 0
ATG12 N2 N2 N2 N% N% -
LC3B-I1I* Jor Loos Toos N2 003 ™ To03, Loos
SrautasLcss-11* N% N% N% N% N Toos
p62 NE N% - N% -
Srautasps2 - 0 - Toos
Baltymas/ Procesas SW620 SW620/FU SW620/0XA
ATG7 N2 N2 N2 N2 N% N2
ATG12 ™ To,06 ™ Tos ™ To,06
LC3B-II ™ - ™ - -
SrautasLcss-1i NZ 0 NZ 0 N% Joo3
p62 - - - 006 - -
Srautasps2 - N% N

* palyginimui duomenys paimti i§ E. Kukcinavié¢iaté, 2019

Srautas — autofagijos srautas pagal LC3-II ar p62 kiekio poky¢ius esant ir nesant CQ.

N — kiekio/proceso didé¢jimas/aktyvinimas,|, — mazéjimas/slopinimas; - — pokytis
statistiskai nereikSmingas. Prie rodykliy nurodytos vaisty koncentracijos (mM), kurioms
esant baltymy kiekio pokytis buvo statistiskai reikSmingas.

Autofagija slopinantis 5-FU poveikis buvo nustatytas ir kitose CRC
lastelése — SNUCS, o0 5-FU atsparioje SNUCS lasteliy sublinijoje autofagijos
intensyvumas sumazgéjes lyginant su jautriomis (Yao et al., 2017). OxaPt
poveikis autofagijos srautui priklausé nuo lasteliy tipo ir dozés. Autofagijos
aktyvinimas esant OxaPt poveikiui CRC Igstelése yra siejamas su atsparumu
(Sun et al., 2020), tac¢iau yra duomeny, rodanciy OxaPt neigiamg jtaka
autofagijai §io tipo vézinése lastelése (Boo et al., 2022). Autofagosomy
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biogenezéje dalyvaujanciy molekuliy raiSkos skirtumus galéjo lemti lgsteliy
molekuliniai pokyc¢iai, skirtingas vaisty veikimo mechanizmas, bei sudétinga
iy molekuliy raiSkos reguliacija. Yra parodyta, kad nesmulkialgstelinés
plauc¢iy karcinomos lastelése cisplatina mazina ATGS, ATG7 ir Beclin-1
baltymy kiekj ir autofagijos baltymy raiSka reguliuojancio transkripcijos
faktoriaus MiTF kiekj (W. Li et al., 2020). Yra zinoma, kad ATG7 ir ATG12
raiska gali biiti reguliuojama transkripcijos metu ir po jos. Pavyzdziui, ATG7
raiSka karboplatina veiktose kriities vézio lastelése yra reguliuojama
transkripcijos faktoriaus HSF1 (Desai et al., 2013). ATG12 raiska kiausidziy
karcinomos lgstelése priklauso nuo transkripcijos faktoriaus NRF2 (Bao et al.,
2014), o kasos vézio lastelése — nuo iRNR splaisingo baltymo PTBP3, kuris
lemia atsparumg gemcitabinui (Ma et al., 2020). ATG7 ir ATG12 raiska gali
reguliuoti ir miRNR, be to, kai kurios miRNR yra susijusios su atsparumu
chemoterapiniams vaistams. HCT116 ir SW620 lastelése ATG7 kiekj mazina
miR-106a (Hao et al., 2017), kepeny karcinomos lgstelése —miR-199a-5p (Xu
et al., 2012). Skrandzio vézio lgstelése ATG12 yra miR-23b-3p taikinys (An
et al., 2015), docetakseliui jautriose ir atspariose plauciy adenokarcinomos
lastelése — miR-200b (Pan et al., 2015), deksametazonui atspariose dauginés
mielomos lgstelése — miR-221/222 (Xu et al., 2019).

Vaisty jtaka p62 baltymo kiekiui skyrési priklausomai nuo Igsteliy linijos.
5-FU ir OxaPt mazino p62 kieki HCT116 lastelése, 0 SW620 lastelése nekeité.
Sie vaistai jj sumazino ir DLDI lgstelése (Zitkute et al., 2023), kurios, kaip ir
HCT116 linija, pasizymi MSI ir CIMP bei jy KRAS ir PIK3CA genuose yra
ivykusios mutacijos. Sie rezultatai sutampa ir su kity tyrimy duomenimis, kai
5-FU ir OxaPt mazino p62 kiekj CRC lastelése (He et al., 2020, B. Kumar et
al., 2021). Siame darbe nustatéme, kad OxaPt poveikis mazino p62 kiekj ir
HCT116/FU lastelése, kurios pasizymi nedideliu atsparumu $iam vaistui, ir
SW620/FU sublinijoje, kurios nejgijo atsparumo OxaPt poveikiui. DLD1/FU
lastelése, kurios néra atsparios OxaPt poveikiui, §is poveikis taip pat sumazino
p62 kiekj (Zitkute et al., 2023). Apibendrinant gautus rezultatus galime teigti,
kad p62 kiekis nekito lasteliy sublinijose, turinciose atsparuma konkreciam
vaistui. Tai parodo, kad p62 raiSkos mazéjimas yra susijes su jautrumu 5-FU
ar OxaPt poveikiui.

Nemazai tyrimy rodo, kad autofagijos farmakologinis ar genetinis
slopinimas didina lgsteliy jautruma chemoterapiniams vaistams (Zamame
Ramirez et al., 2021), todél Siame darbe nustatéme autofagijos reikSme
atsparumui HCT116 Igstelése ir jy sublinijose. Jg vertinome mazindami
autofagijoje dalyvaujan¢iy molekuliy ATGS5, ATG7, ATG12 ir p62 kiekj ir
matuodami lgsteliy gyvybingumg dviem metodais: lgsteles dazant kristaliniu
violetiniu (KV) ir matuojant mitochondrijy oksidoreduktaziy aktyvumg MTT
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metodu (toliau metabolinis aktyvumas). Kadangi OxaPt kai kuriais atvejais
didino autofagijos intensyvuma (5-FU poveikis ji mazino), Siame darbe
mazindami autofagosomy biogenezei svarbiy baltymy ATGS, ATG7 ir
ATG12 kiekj, tyréme autofagijos reikSme atsparumui OxaPt. Nustatéme, kad
ATG5 raiskos tildymas sumazino vaistais neveikty HCT116/FU lasteliy
gyvybinguma, o ATG7 — HCT116 ir HCT116/OXA. Siuo metu yra Zinoma,
kad ATGS yra svarbus cisplatinai atspariy plauciy vézio lasteliy (W. Li et al.,
2020) ir kraties vézio lgsteliy, atspariy epirubicinui (Chittaranjan et al., 2014)
ar doksorubicinui (C. K. Das et al., 2018) iSgyvenimui ir atsparumui. Taip pat
yra nustatyta, kad ATG7 kiekio sumazinimas reik§mingai mazina epirubicinui
atspariy krities vézio lasteliy (Chittaranjan et al., 2014), paklitakseliui
atspariy gimdos kaklelio vézio (Peng et al., 2014) ir 5-FU atspariy CRC
lasteliy (Li et al., 2010) gyvybinguma. Siame darbe taip pat nustatéme, kad
ATG12 raiskos tildymas sumazino vaistais neveikty HCT116 lgsteliy ir jy
sublinijy gyvybinguma, bei padidino HCT116 ir HCT116/FU lasteliy
jautrumg OxaPt poveikiui. PanaSiai kaip ir KV atveju, ATG12 raiskos
tildymas mazino HCT116 ir HCT116/FU lasteliy metabolinj aktyvuma. Kiti
mokslininkai parodé, kad ATG12 yra svarbus ir kity vézio tipy atsparumui
vaistams, tame tarpe plauciy vézio lgsteléms, atsparioms docetakseliui (Pan et
al., 2015), bei skrandzio vézio lgsteléms, atsparioms 5-FU, vikristinui ir
cisplatinai (An et al., 2015).

p62 raiskos tildymas sumazino prie augimo pavirSiaus prikibusiy lgsteliy
skai¢iy (KV), taciau padidino atspariy sublinijy metabolinj aktyvuma (MTT).
Zinoma, kad lastelése MTT gali bati redukuojamas oksidoreduktaziy,
dehidrogenaziy ir elektrony donory (dazniausiai NAD(P)H) (Ghasemi et al.,
2021). Sie rezultatai leidzia daryti prielaida, kad atspariose sublinijose p62 yra
svarbus reguliuojant oksidacijos-redukcijos reakcijy pusiausvyra, o jo raiskos
tildymas sumazina Igsteliy skai¢iy, bet padidina redukcinj aktyvuma. Taigi,
atspariose sublinijose p62 skatina lasteliy iSgyvenima, bet slopina redukcinj
pajéguma, O jautriose — skatina isgyvenima. Sie duomenys rodo, kad
atspariose sublinijose, lyginant su jautriomis, yra pasikeitgs metabolizmas.
Kity tyrimy metu nustatyta, kad metabolinis perprogramavimas yra vienas i$
atsparumo chemoterapiniams vaistams bruozy (Chen et al., 2020).

p62 svarba lasteliy iSgyvenimui paskatino iSanalizuoti, kokie molekuliniai
veiksniai, per p62 reguliuojantys lasteliy zatj ir iSgyvenima, galéty bati
reikSmingi atsparumui. Po p62 raiskos tildymo vertinome su p62 tiesiogiai
saveikaujan¢io RIPK1 kiekj. Zinoma, kad RIPK1 gali bati aktyvinamas
jvairiy signaly, kuriuos indukuoja stresg sukeliantys veiksniai ar imuniniy
receptoriy TLR ar TNFR aktyvavimas. Sie signaliniai keliai reguliuoja
i8gyvenimo, zities ir uzdegimo geny raiSkg (Newton, 2020). RIPK1 gali veikti
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dviem budais — kaip strukttirinis kKomponentas, apsaugantis lastele nuo Zties,
arba veikti kaip kinazé, kuri priesingai — indukuoja zatj (Delanghe et al.,
2020). RIPK1 kaip struktiirinis komponentas gali aktyvinti NF-xB arba
MAPK signalinius kelius, kuriy aktyvinimas lemia jvairiy uzdegiminiy ir
iSgyvenima skatinanciy geny raiska. RIPK1 kaip struktiirinis komponentas
taip pat gali apsaugoti lastele nuo apoptozés ar nekroptozés. Taciau RIPK1,
veikdamas kaip kinazé, priklausomai nuo sglygy, gali inicijuoti apoptoze ar
nekroptoze (Delanghe et al., 2020, Newton, 2020). p62 raiSkos tildymas
sumazino RIPK1 kiekj kontrolinése bei 5-FU ir OxaPt veiktose HCT116
lgstelése ir jy sublinijose. Jdomu tai, kad vaistai mazino RIPK1 kiekj HCT116
ir HCT116/FU lgstelése, o HCT116/OXA lastelése priesingai — didino. Tai
leidzia manyti, kad RIPK1 atlieka skirtingas funkcijas atspariose sublinijose.
Zinoma, kad RIPK1 gali saveikauti su RIPK3 ir indukuoti jo auto ir
transfosforilinima (Karlowitz, van Wijk, 2023), o aktyvintas RIPK3 gali
indukuoti nekroptoze arba apoptoze (Tummers, Green, 2022), nors miisy
lastelése RIPK3 slopinimas inhibitoriumi GSK843 nepakeité lasteliy atsako j
5-FU ir OxaPt poveikj (Zitkute et al., 2023). Toliau vertinome p62 raiskos
tildymo jtakg nekroptozei svarbaus fosforilinto RIPK3 (Ser227) (pRIPK3)
kiekiui. pRIPK3 kiekis po p62 raiskos tildymo mazéjo HCT116/FU lastelése
po 5-FU poveikio ir HCT116/0XA lgstelése po OxaPt poveikio. Tai rodo $ios
molekulés dalyvavima procesuose, susijusiuose su Siy lgsteliy atsparumu
5-FU ir OxaPt. Taip pat jvertinome p62 reikSme kaspazés-3 aktyvumui ir
apoptozei. p62 raiskos tildymas HCT116 ir HCT116/FU lastelése sumazino
kaspazés-3 aktyvuma bei nekeité zuvusiy lgsteliy kiekio. Tai sutapo su kity
mokslininky gautais rezultatais, kai kaspaziy-3, 8 ir 9 aktyvumas mazéjo po
p62 raiskos tildymo (Huang et al., 2011, Huang et al., 2013). RIPK1 gali bati
siejamas ne tik su nekroptoze, bet ir su lgsteliy iSgyvenimu. Nustatyta, kad
pazeidus DNR CRC Igstelése vyksta RIPK1 ubikvitilinimas, o tai aktyvina
NF-kB signalinj kelig ir lemia véziniy lgsteliy iSgyvenima ir proliferacijg
(Sheng et al., 2017). Tyrimai parodé, kad RIPK1 ir RIPK3 raiSkos
padid¢jimas gali skatinti CRC lasteliy proliferacija, iSgyvenima ir citokiny
raiska (Z. Y. Liu et al., 2019, Zeng et al., 2018). Taip pat yra duomeny,
rodanciy, kad RIPK1 ir RIPK3 kiekis yra sumazéjes CRC lgstelése, lyginant
su sveiku audiniu, ir tai lemia CRC tolimesn]j vystymasi (Bozec et al., 2016,
Moriwaki et al., 2015). Siuo metu Ziniy apie RIPK1 ir RIPK3 jtaka CRC
lasteliy atsparumui néra, tac¢iau zinoma, kad RIPK3 kiekio sumazéjimas lemia
atsparumg cisplatinai gerkly plokscialgstelinés karcinomos lIgstelése (Sun et
al., 2018).

Kadangi p62 raiskos tildymas nesukélé Ziities po vaisty poveikio, todél liko
neaisku, kodél lgsteliy gyvybingumas po p62 raiskos tildymo mazéjo. Tai
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paskatino jvertinti p62 jtaka iSgyvenima skatinanéiy citokiny kiekiui. Siame
darbe nustatéme, kad p62 raiskos tildymas mazino CXCL8 transkripto ir jo
koduojamo IL8 baltymo kiekj. Zinoma, kad CXCL8 geno raiska yra
reguliuojama NF-xB (Park, Hong, 2016). Tyrimai parodé, kad p62 gali
tiesiogiai per savo TB domeng arba per RIPK 1 aktyvinti NF-«xB signalinj kelia
ir taip indukuoti CXCL8 raiskg (Kumar et al., 2022).

Taigi, remiantis musy duomenimis galime teigti, kad 5-FU sukeltas
atsparumas, lyginant su OxaPt, padidina didesnés dalies citokiny transkripty
kiekj. Atspariose CRC lasteliy sublinijose did¢ja serpino B5 baltymo kiekis,
0 5-FU ir OxaPt jo kiekj didina tévinése lastelése ir sublinijose, i§vestose
kultivuojant su 5-FU. Nustatéme, kad CRC lgsteles ir jy atsparias sublinijas
paveikus 5-FU ar OxaPt ATG7 ir ATGI2 baltymy kiekis ir autofagijos
intensyvumas priklauso nuo linijos. Be to, ATG12 yra svarbus HCT116
lasteliy ir jy sublinijy iSgyvenimui bei HCT116 ir HCT116/FU lasteliy
atsparumui OxaPt. Baltymo p62 kiekis yra padidéjes HCT116/FU lastelése.
p62 yra svarbus HCT116 lasteliy ir vaistams atspariy sublinijy iSgyvenimui
bei atsparumui 5-FU ir OxaPt, nes skatina citokiny raiska.
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ISVADOS

HCT116/FU lastelése citokiny transkripty kiekis yra padidéjes labiau nei
HCT116/OXA sublinijoje, 0 5-FU ir OxaPt didina citokiny transkripty
kiekj 1gstelése, neprisitaikiusiose prie vaisto poveikio;

Atspariose CRC lastelése serpino B5 kiekis padidéja, o 5-FU ir OxaPt ji
didina HCT116 ir SW620 lastelése ir jy sublinijose, iSvestose su 5-FU;
ATG12 kiekis yra padidéjgs HCT116/0OXA lastelése, o 5-FU ir OxaPt
poveikis jo kiekj mazina HCT116 Iastelése ir jy sublinijose, bet didina
SW620 lastelése ir jy sublinijose;

ATGI12 yra svarbus HCT116 lasteliy ir jy sublinijy iSgyvenimui, o jo
raiSkos tildymas didina HCT116 ir HCT116/FU lasteliy jautruma OxaPt;
p62 kiekis yra padidéjes HCT116/FU lastelése, o jo kiekio mazéjimas po
5-FU ir OxaPt poveikio koreliuoja su jautrumu vaistams CRC lastelése ir
Jju atspariose sublinijose;

p62 reguliuoja IL8 raiska bei skatina HCT116 lasteliy ir jy sublinijy
iSgyvenima bei atsparuma 5-FU ir OxaPt.
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SUMMARY OF DOCTORAL DISSERTATION

5-FU
CIMP
CIN
CRC
CQ
CMS
CTT
Ccv

FC

HC
ICso
LC3B-I
LC3B-II

MDR
MSI/MSS
MTT

NT

OxaPt
gPCR
RI

ROS
SB1/B5/E1/E2
SDS

siRNA
SQSTM1

WB

LIST OF ABBREVIATIONS

5-fluorouracil

CpG island methylator phenotype

Chromosomal instability

Colorectal cancer

Chloroquine

Consensus molecular subtype

Cytotoxicity level, i.e., percentage of dead cells

Cell viability measurement method with crystal violet
Flow cytometry

Cell counting with a hemacytometer

Concentration of the drug that kills 50 % of cells
Cytoplasmic form of LC3B

Lipidated form of LC3B associated with the membrane of
autophagosomes

Multidrug resistance

Microsatellite instability/stability

Cell viability measurement method with MTT reagent
Negative control — cells treated with a mix of human
transcripts non-targeting sSiRNAs

Oxaliplatin

Quantitative PCR

Resistance index, ratio of drug-resistant to sensitive cells
ICso

Reactive oxygen species

Serpins B1/B5/E1/E2

Sodium dodecyl sulphate

Small interfering RNA

Gene or transcript encoding p62 protein

Western blot method
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INTRODUCTION

According to the World Health Organisation's latest data, colorectal cancer
(CRC) is one of the most common cancers worldwide. It ranks third in
incidence and second in deaths from cancer (Sung et al., 2021). One of the
reasons for this high mortality is late diagnosis, when CRC is at an advanced
stage and treatment options are limited. The most common treatment for
advanced CRC is chemotherapy with 5-fluorouracil (5-FU) or its combination
with oxaliplatin (OxaPt) and leucovorin (folinic acid) (Hossain et al., 2022).
Another reason for the high mortality of CRC patients is resistance to
chemotherapy drugs. Cancer cells may be resistant before treatment (innate)
or may develop resistance during treatment (acquired). 5-FU and OxaPt act
by different mechanisms (Very et al., 2018) and therefore have different
mechanisms of resistance (Marin et al., 2020). Main mechanisms of resistance
include intracellular drug concentration reduction, DNA damage repair
system and survival signalling pathways activation, programmed cell death
inhibition, drug neutralization or changes in the targets (Liu et al., 2021).
Understanding the molecular mechanisms of resistance to chemotherapeutic
drugs remains an important area of research to identify precise targets and
discover drugs that improve cancer treatment outcomes.

Inflammatory processes play an important role in the development of CRC
and may also play a role in the development of resistance. One of the most
recently discovered mechanisms of resistance to chemotherapeutic drugs is
the changes in the tumour cell secretome (TCS), i.e. a set of molecules
secreted by cancer cells that promote the development of cancer.
Chemotherapeutic drugs can alter TCS and thus promote resistance (Madden
et al., 2020). Cytokines are part of the TCS, but little is known about their
impact on chemoresistance to chemotherapy. Cytokines are small signalling
molecules that regulate inflammation and homeostasis, and in paracrine and
autocrine ways regulate cancer cell survival, proliferation, migration,
angiogenesis, and other processes that are important for cancer progression
(Borowczak et al., 2022, Propper, Balkwill, 2022).

Serpins have recently become a focus of attention for many researchers
because a number of serpins are involved in tumour formation, from
angiogenesis to tumour growth and progression (Sanrattana et al., 2019).
Serpins are serine protease inhibitors that regulate angiogenesis,
inflammation, extracellular matrix remodelling, programmed cell death and
cell development, and changes in their expression are associated with tumour
progression (Mkaouar et al., 2019). The impact of serpins on CRC progression
is unclear, some serpins may inhibit, and others may activate the development
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or metastasis (Paczek, Mroczko, 2022). Although knowledge about the impact
of serpins on cancer development is increasing, there are few data on changes
in serpin levels in chemoresistant cancer cells or on their effect on resistance.

Autophagy in cancer cells can play a dual role in inhibiting their
development or, conversely, preventing unfavourable conditions (Lim et al.,
2021). In the early stages of cancer development, before the cell becomes
cancerous, autophagy inhibits the development of cancer, while once the cells
are malignant, autophagy protects against unfavourable growth conditions,
such as deprivation of food, oxygen, energy or increased levels of reactive
oxygen species (ROS) (Chavez-Dominguez et al., 2020). CRC cells are
known to have an increased intensity of autophagy compared to healthy cells
(H. Wang et al., 2021). Fundamental research and clinical trials suggest that
pharmacological or molecular blocking of autophagy can be used to improve
the anti-cancer efficacy of chemotherapeutic drugs (Zamame Ramirez et al.,
2021), but there is a lack of knowledge about its impact on chemotherapeutic
drug-induced resistance.

CRC tissues show increased levels of the selective autophagy receptor p62
compared to healthy tissues, and this protein is associated with cancer cell
aggressiveness (Tang et al., 2021) and poor prognosis of patients with cancer
(J. Zhang et al., 2019). p62, due to its multidomain structure, can regulate a
wide range of processes: cell death, survival, inflammation, oxidative stress,
and tumour development (Hennig et al., 2021, Kumar et al., 2022). Although
there is growing evidence of changes in p62 levels in resistant cells and effects
on resistance but the exact mechanism underlying resistance is still not clear.

The study goal of the dissertation work was to investigate the levels of
cytokine, serpin, and autophagy proteins in chemoresistant colorectal
carcinoma cells and to determine the role of autophagy in resistance.

Towards this goal, the following specific tasks have been formulated:

e Tocompare the levels of cytokine, serpin, autophagy proteins and intensity
of autophagy in drug-sensitive and resistant colorectal cancer cells;

e To assess changes in cytokine, serpin, autophagy protein levels and
autophagy intensity after exposure to 5-FU and OxaPt in drug-sensitive
and resistant colorectal cancer cells;

o To determine the role of autophagy in resistance in HCT116 cells and their
resistant sublines.
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SCIENTIFIC NOVELTY

In this study, we compared the expression of cytokine transcripts in CRC
cells with different levels of resistance to chemotherapeutic agents. We found
that HCT116/FU cells were characterised by altered transcriptional expression
of approximately half of the cytokines and their receptors tested (14 out of
27). In HCT116/0XA cells, however, we detected transcriptional changes in
only a quarter of the cytokines tested compared to the parental line.
Knowledge of the role of cytokines in chemotherapeutic drug-induced
resistance in CRC is limited. IL1p has been shown to increase the resistance
of CRC cells, including HCT116, to 5-FU (Spagnardi et al., 2022). Other
authors have shown that doxorubicin-resistant HCT116 cells have elevated
levels of IL8 and IL10, and IL8 depletion makes cells more sensitive to the
drug (Du et al., 2018). In addition, it is established that IL17 determines the
resistance of HCT116 cells to cisplatin (Sui et al., 2019). In this work, we also
identified changes in cytokine expression in HCT116 cells and their sublines
after exposure to 5-FU and OxaPt. Interestingly, 5-FU and OxaPt significantly
increased cytokine expression in sensitive cell line, whereas OxaPt
significantly increased cytokine expression in HCT116/FU cells, while 5-FU
significantly increased it in HCT116/OXA cells.

We were the first to show changes in the levels of serine protease inhibitors
(serpins) in chemoresistant CRC cells. We found that HCT116/FU,
HCT116/0XA and SW620/0XA cells showed an increase in SB5 compared
to sensitive cells, while SW620/FU cells showed a decrease. We also found
that exposure to 5-FU and OxaPt increased the cytoplasmic SB5 levels in
HCT116, HCT116/FU, SW620 and SW620/FU cells. In HCT116/0XA cells,
SB5 levels increased only after 5-FU, whereas in SW620/OXA cells increased
after OxaPt treatment. In SW620 cells and their sublines, where a major part
of SB5 is localised in the nucleus, the amount of SB5 in the nucleus depends
on the cell line, drug, and its dose. 5-FU and OxaPt also increase the
expression of serpin transcripts SB1, SE1, and SE2 and their changes depend
on cell line and drug exposure. Studies by other researchers have shown that
cisplatin-resistant ovarian cancer cells have increased SE1 and SE2 protein
levels (Pan et al., 2017) and in paclitaxel-resistant breast cancer cells SB3 and
SB4 are upregulated (Pavlikova et al., 2014).

Although there is a growing amount of evidence demonstrating the
importance of autophagy for acquired chemotherapeutic drug resistance in
various cancers, including CRC, the molecular mechanisms of action are
poorly understood. In this work we were the first to find that in HCT116/FU
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cells, compared to HCT116, ATG12 protein levels are increased. We also
showed that silencing of ATG12 expression reduces the viability of HCT116
cells and their sublines and increases the sensitivity of HCT116 and
HCT116/FU cells to OxaPt. Currently there are only a few known cases in
which inhibition of autophagy enhances the sensitivity to drugs of resistant
CRC cells. Autophagy inhibition by 3-methyladenine and silencing of ATG7
expression in 5-FU-resistant DLD1 cells makes cells more sensitive 5-FU (Li
et al., 2010). Also, in 5-FU-resistant HCT8 cells the autophagy inhibitor
chloroquine (CQ) increases the sensitivity of cells to this drug (M. Wang et
al., 2018). In addition, it has been shown that treatment with CQ increases the
drug sensitivity of OxaPt-resistant HCT116 cells (H. Wang et al., 2021).

Although the selective autophagy receptor p62 has been extensively
studied in the context of cancer, there is little data on its role in resistance. In
this work, we focused on changes in p62 expression in chemotherapeutic drug
resistant CRC cells and evaluated its role in 5-FU and OxaPt-induced
resistance. We found that HCT116/FU cells have increased levels of p62
protein compared to the parental line. There is evidence that p62 levels in
resistant cells depends on the type of cancer or resistance. Ovarian cancer and
osteosarcoma cells with multidrug resistance (MDR) have lower levels of p62
compared to sensitive lines (J. Wang et al., 2018), while in HEP-2 carcinoma
cells with MDR, including 5-FU, p62 expression is increased compared to the
sensitive line (Battista et al., 2018). In this work, we were the first to show
that silencing of p62 expression reduces the viability of resistant HCT116/FU
and HCT116/0OXA cells but increases their metabolic activity. We also found
that the decrease in viability of HCT116 cells and their sublines after silencing
of p62 expression is not due to its effect on cell death, but to a reduction in
survival-promoting molecules (e.g. IL8).
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STATEMENTS TO BE DEFENDED

5-FU-induced resistance in HCT116 cells increases cytokine transcript
levels more than OxaPt-induced resistance, while 5-FU and OxaPt increase
their expression in cells not adapted to exposure.

Serpin B5 levels increase in resistant CRC cells, while 5-FU and OxaPt
increase its levels in parental lines and sublines with 5-FU-induced
resistance.

ATGI12 levels are elevated in HCT116/0OXA cells, and the effect of 5-FU
and OxaPt on ATG12 levels is cell line dependent.

ATG12 is important for the survival of HCT116 cells and their sublines,
and for the resistance of HCT116 and HCT116/FU cells to OxaPt.

p62 levels are elevated in HCT116/FU cells and the decrease in p62 levels
after 5-FU and OxaPt exposure correlates with drug sensitivity.

p62 promotes survival and resistance to 5-FU and OxaPt of HCT116 cells
and their sublines.
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MATERIALS AND METHODS

Cell lines. Human colorectal carcinoma cell line HCT116 (CCL-247,
ATCC) and colorectal adenocarcinoma cell line SW620 (CCL-227, ATCC)
were used for the study. The chemoresistant sublines HCT116/FU,
SW620/FU or HCT116/0XA, SW620/0XA were generated in our laboratory
by prolonged cultivation with medium containing 5-FU or OxaPt. 5-FU
concentration was increased from 10 uM to 20 uM for HCT116/FU cells and
from 5 uM to 50 uM for SW620/FU cells. OxaPt concentration was increased
from 1 uM to 20 uM for HCT116/0OXA cells and from 5 uM to 50 uM for
SW620/OXA cells. HCT116 cells and their sublines were cultivated in RPMI
1640 medium and SW620 cells and their sublines were cultivated in DMEM
medium. All cells were grown in a humidified atmosphere at 37 °C in 5 %
COs. Cell growth media were supplemented with 10 % FBS (Cegrogen
biotech), GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific) and penicillin-streptomycin
solution (Thermo Fisher Scientific).

Drugs and inhibitors. Anticancer drugs 5-FU (50 mg/mL, Accord
Healthcare) and OxaPt (5 mg/mL, Accord Healthcare) were used for the study.
Autophagy inhibitor chloroquine (CQ; Sigma-Aldrich) was diluted in ddH,O
(10 mg/mL) and 30 uM of CQ was used for experiments.

Schedule of drug exposure. Cells were seeded at different densities for
comparison mechanisms of 5-FU and OxaPt resistance because of the
different of the growth rates. HCT116 cells were seeded at 1 x 10° cells/mL,
HCT116/0XA, SW620, SW620/FU — 1.5 x 10° cells/mL and HCT116/FU,
SW620/0XA — 2 x 10° cells/mL. 5-FU or OxaPt was added to the culture
medium 48 h after cell seeding. Cells were incubated with the drugs for 24 h
for quantitative polymerase chain reaction (qQPCRp), and 48 h for western blot
(WB) or viability assay using crystal violet dye (CV). CQ was used to
determine autophagic flux and was added to the culture medium at 4 h before
cell lysis. Changes in the levels of cytokine and serpin transcripts in
chemoresistant sublines were determined at 92 h after cell seeding (QPCRc).
For serpin B5 localisation, cells were fractionated at 92 h after seeding
(REAP). The principal scheme of drug exposure is presented in Fig. 1.

A Cytokines and serpins B Autophagy
Cell 5-FU, CV,WB Cell 5-FU, cv,
seeding OxaPt gPCRp gPCR seeding OxaPt CQ WB,

0 48 72 96 0 48 92 96 h
Fig. 1. Schedule of experiments to assess the effects of 5-FU and OxaPt on levels of
cytokines and serpins (A) and autophagy protein levels (B).
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siRNA transfection. For transfection experiments, HCT116 cells were
seeded at a density of 1 x 10°cells/mL, HCT116/FU and HCT116/0XA
sublines — 1.5 x 10° cells/mL in an antibiotic-free medium. Transfection was
performed 24 h after cell seeding. siRNA and transfection reagent
“Lipofectamine RNAIMAX™” (Thermo Fisher Scientific) were gently mixed
with “Opti-MEM™” medium (Thermo Fisher Scientific) and incubated for
20 min at room temperature. The transfection mixture was added dropwise on
cells after incubation. Transfection conditions are shown in Table 1.

Table 1. Transfection conditions for one well.
Number of wells in a plate

Reagents (uL) 48 24 12 6

Opti-MEM™ medium 40 100 100 200
siRNA (10 pM) 0134 029 05 125
Lipofectamine RNAIMAX™ 0,4 1,76 3 75

20 min of incubation
The total volume of medium in the well 180 380 720 1850
The final volume in the well 220 480 820 2050
Final siRNA concentration in the well 6 nM

Gene-specific siRNAs targeting ATG5 (CAUCUGAGCUACCCG
GAUALt, 4390827, Ambion), ATG7 (CCAACACACUCGAGUCUUULt,
4390827, Ambion) ATG12 (GCAGUAGAGCGAACACGAALt, 4457298,
Ambion) or p62 (TCGGAGGATCCGAGTGTGAAT, S103116750, Qiagen)
were used. For negative control, non-targeting “AllStars” siRNA (1027280,
Qiagen) was used.

After 24 h medium was replaced with fresh fully supplemented medium
and 5-FU or OxaPt was added. For ATG5, ATG7 and ATG12, the silencing
efficiency was determined 24 h after transfection at the transcript level
(qPCRAaTc) and for p62 — 48 h after transfection at protein levels (WBys2). The
effects of p62 silencing on the levels of transcripts were determined at 24 h
after drug treatment. The effects of p62 silencing on cell viability (CV, MTT
assays), number of cells (HC), apoptosis (FC), autophagic flux, and protein
expression levels (WB, ELISA) were determined at 48 h after drug treatment.
CQ was added to the medium 4 h before cell lysis. The principal scheme of

transfection is presented in Fig. 2.
A ATGS5, ATG7, ATG12 siRNA transfection B p62 siRNA transfection

Cell Fresh medium Cell Fresh medium WBg, CV, MTT, HC
seeding siRNA OxaPt, gPCRye CV  seeding siRNA 5-FU, OxaPt qPCR CQ WB, ELISA, FC
0 24 48 96 0 24 48 72 92 96 h

Fig. 2. Schedule of ATG5, ATG7, ATG12 (A) and p62 (B) siRNA transfection.
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Quantitative PCR (qPCR). Total RNA was isolated using the “GeneJET
RNA Purification Kit” (Thermo Fisher Scientific). Complementary DNA
(cDNA) was synthesized from 1-3 ug of RNA sample using the “Maxima™
H Minus cDNA Synthesis Master Mix kit” (Thermo Fisher Scientific). gPCR
reactions were performed using 50 ng of cDNA, “Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (2X)” (Thermo Fisher Scientific) and specific primers
(2 suppl. 1 table) on the “StepOnePlus™ Real-Time PCR System” (Applied
Biosystems). The mRNA expression levels were normalized to endogenous
control genes TBP and/or HPRT. Threshold cycle values (C;) were determined
from three independently isolated RNA samples and performed in duplicates.
“Comparative C; method” (AAC method) was used for the analysis of results.
Changes in expression were considered significant when the transcript levels
changed at least twofold.

Western blot analysis (WB). Trypsin detached cells were collected and
lysed with RIPA buffer (Thermo Fisher Scientific) according to the
manufacturer’s recommendations. RIPA buffer was supplemented with the
appropriate amount of protease and phosphatase inhibitor cocktails (Sigma-
Aldrich). The concentration of proteins was determined using “Pierce™ BCA
Protein Assay Kit“ (Thermo Fisher Scientific). 50 pg of total protein was used
for electrophoresis. Protein samples were stacked in 4 % SDS-PAGE for 1 h
at 80V and separated in 10 % SDS-PAGE for ATG7, ATG12, RIPK1,
pRIPKS3, serpin B5 or 12 % for LC3B, p62, and cleaved caspase-3 for 3 h at
120 V by “Vertical electrophoresis unit, adjustable height, dual gel”
(Sigma-Aldrich). Proteins were transferred to a nitrocellulose membrane
(Thermo Fisher Scientific) by semi-dry blotter “V20-SDB” (Biotech).
Membranes were probed with primary antibodies (Table 2).

Table 2. List of antibodies for western blot analysis

Target Size, kDa  Dilution Animal  Manufacturer, Cat. no.
o-tubulin 52 5000 Rabbit ab52866, Abcam

B-actin 42 5000 Rabbit ab8227, Abcam

ATG7 75 1000 Mouse MABG6608, R&D Systems
ATG12 17 1000 Rabbit 701684, Invitrogen
Caspase 3cleaved  17-19 1500 Rabbit 9661, Cell Signaling
LC3B 16-18 5000 Rabbit ab51520, Abcam

p62 62 10 000 Rabbit ab109012, Abcam

RIPK1 78 1 000 Mouse MAB3585, R&D Systems
PRIPK3ser227 54 3000 Rabbit ab209384, Abcam

Serpin B5 42 1000 Rabbit PA5-79979, Invitrogen

The membrane-bound antibodies were detected by horseradish peroxidase-
conjugated secondary anti-rabbit (31460, Thermo Fisher Scientific) or anti-
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mouse antibodies (31430, Thermo Fisher Scientific). The immunoreactive
bands were developed using “Pierce™ ECL western blot analysis substrate*
(Thermo Fisher Scientific). Fiji software (Schindelin et al., 2012) was used
for densitometric analysis. The levels of protein were normalized to the level
of B-actin or a-tubulin that was used as a loading control.

ELISA. IL8 concentration was detected in the cell growth medium. ELISA
was performed using “ELISA MAX™ Standard Set Human IL-8” (Biolegend)
according to the protocol of the manufacturer. The concentration of IL8 was
normalized to the cell number.

Crystal violet (CV) assay. The cells were washed once with PBS and
fixed with 96 % ethanol for 10 min. Fixed cells were stained with 0.05 %
crystal violet solution in 20 % ethanol for 30 min. After that cells were washed
with water and cell-attached dye was eluted with 0.1 % acetic acid solution in
50 % ethanol. The absorbance was measured at 585nm using a
spectrophotometer “Multiskan GO” (Thermo Fisher Scientific).

MTT assay. The cells were washed once with DPBS and incubated with
0.1 mg/mL MTT diluted in DPBS for 1 h in a humidified atmosphere at 37 °C
in 5% CO,. After incubation solution was taken off and the water-soluble
MTT reduction product was eluted with isopropanol. The absorbance was
measured at 570 nm using a spectrophotometer “Multiskan GO”.

Statistical analysis. “SigmaPlot 14.0” was used for statistical analysis.
The “Shapiro-Wilk” criterion was used to test the normality assumption. The
“Brown-Forsythe” criterion was used to compare variances. The comparison
between two independent samples with a normal distribution was made using
either the “Student’s t” criterion (equal variances) or the “Welch t” criterion
(unequal variances). The “Mann-Whitney-Wilcoxon” criterion was used to
compare two independent samples that are not normally distributed. Data are
considered statistically significant when the p-value is equal to or less than
0.05. The p-values are represented in the graphs by */#/° for p < 0.05, **/##/°°
for p <0.01, ***/##/°° for p < 0.001.

100



RESULTS

In this study, we evaluated the molecular mechanisms of acquired
resistance to chemotherapeutic drugs in colorectal cancer (CRC) cells. We
used resistant sublines derived from two genetically and phenotypically
distinct human CRC cell lines HCT116 and SW620. The colorectal carcinoma
cell line HCT116, derived from primary tumour, is classified as CMS1
(Fichtner et al., 2020), and has MSI status, CIMP, and KRAS®®P and
PIK3CAM4R mytations (Ahmed et al., 2013). Colorectal adenocarcinoma
cells SW620, derived from lymph node metastases, are classified as CMS2
(Fichtner et al., 2020), have MSS status, CIMP, CIN, and KRAS®?V and
TP53R2731. P309S mytations (Ahmed et al., 2013). Chemoresistant sublines were
derived by continuously culturing HCT116 and SW620 cells in a medium
containing 5-FU (HCT116/FU and SW620/FU) or OxaPt (HCT116/0XA and
SW620/0XA). In this study, we compared the resistance of these cells by
assessing 1) the expression of cytokines; 2) the changes in the levels of the
serpins; 3) levels of autophagy protein and their importance for resistance.

Cells chemoresistance to 5-FU and OxaPt

To compare the mechanisms of resistance in HCT116 and SW620 cells,
we first assessed cell viability after 5-FU and OxaPt treatment (Fig. 3) and the
resistance index (RI) by the CV method (Table 3). Treatment of HCT116 cells
with 0.1 mM and 0.3 mM 5-FU resulted in a reduction of viability by 50 %
and 70 %, respectively, and 20-30 % for HCT116/FU and HCT116/0XA
sublines. In HCT116/FU cells, 1 mM 5-FU reduced viability by 30 % and in
HCT116/0OXA cells by 40 %. Meanwhile, doses of 0.03 mM and 0.06 mM
OxaPt reduced the viability of HCT116 cells by 50 % and 80 %, respectively,
and of HCT116/FU cells by 30 % and 50 %. At these concentrations of OxaPt,
HCT116/OXA cell viability was reduced by 10 %. In these cells, a 0.3 mM
dose of OxaPt decreased viability by 50 % (Fig. 3A).

Treatment of SW620 cells with 0.3 mM and 1 mM 5-FU reduced viability
by 50 % and 70 %, respectively. At these doses, SW620/FU cells showed a
40 % and 50 % decrease in viability and SW620/OXA cells a 40 % and 70 %,
respectively. The viability of SW620 cells after 0.03 mM and 0.06 mM OxaPt
treatment decreased by 50 % and 60 %, respectively, SW620/FU cells — 40 %
and 50 %, SW620/0XA — 30 % and 50 % (Fig. 3B).

We also found that the SW620 cell line was more resistant to higher doses
of drugs compared to HCT116 cells. SW620 cells treated with 0.3 mM 5-FU
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and 0.06 mM OxaPt showed higher viability than HCT116 cells by 1.8-fold
and 1.7-fold, respectively (both p < 0.001).

A B
A HCT116 O HCT116/FU © HCT116/0XA A SW620 O SW620/FU O SW620/0XA
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Fig. 3. Viability of HCT116 (A) and SW620 (B) cell lines and their sublines after 5-FU
and OxaPt treatment. Viability was measured 48 h after drug treatment. Data presented as
mean = SD, n > 3. A statistically significant difference between drug-sensitive and 5-FU
(green) or OxaPt (red) resistant cells when exposed to the same doses of drugs (*). **/***
indicate that p < 0.01/0.001.

For further experiments, 5-FU and OxaPt concentrations were selected
based on regression analysis of HCT116, HCT116/FU and HCT116/0OXA cell
viability (Kukcinaviciute et al., 2018) and applied to SW620 cells and their
sublines. The doses of 5-FU and OxaPt were chosen to reduce HCT116 cell
viability by approx. 50 % and 70 %. For 5-FU, they were 0.1 mM and 0.3 mM,
and for OxaPt —0.03 mM and 0.06 mM, respectively. By comparing the doses
of 5-FU and OxaPt causing CTTso we determined resistance indexes (RI).

Table 3. ICs and RI values of HCT116 and SW620 cell lines
and their chemoresistant sublines.

Cell line Drug 1Cs0, MM RI

5-FU 0.1 -

HCT116 OxaPt 0.03 -
5-FU >1 >10

HCT116/FU OxaPt 0.06 2
5-FU 1 10

HCT116/0XA OxaPt 03 10
5-FU 0.3 3*

SW620 OxaPt 0.03 -*
5-FU 1 3.3

SW620/FU OxaPt 0.06 2
swmoxs S8

* SW620 cell line compared with HCT116.

ICso — half-maximal inhibitory concentration of 5-FU or OxaPt;
RI — resistance index of chemoresistant sublines — ratio between
drug-resistant and drug-sensitive cells 1Cso.
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HCT116/FU cells were more than tenfold more resistant to 5-FU and
twofold to OxaPt than HCT116. Although the resistance of HCT116/0XA
cells was induced by culturing them with OxaPt, they became tenfold more
resistant not only to OxaPt but also to 5-FU compared to HCT116 cells.
SW620/FU cells were 3.3-fold more resistant to 5-FU and twofold to OxaPt
while SW620/0XA cells were twofold more resistant to OxaPt than SW620
line. Although the acquired resistance of SW620/FU cells to 5-FU was
threefold lower than that of HCT116/FU cells, the parental SW620 cells were
threefold more resistant to 5-FU than HCT116 cells (Table 3).

Cytokine expression in HCT116 cells and their sublines

Cytokines are important for tumour development and resistance, so we
investigated how cytokine expression changed in HCT116/FU and
HCT116/OXA sublines compared to HCT116 cells. We assessed cytokine
expression in relation to two reference genes: HPRT and TBP. We considered
a change in gene expression to be biologically significant only if it changed at
least twofold for both reference genes.

We found that HCT116/FU cells showed increased expression of many
cytokines compared to HCT116. In these cells, the following cytokine
transcripts were increased considerably: CXCL8 (14.3-fold by HPRT,;
11.6-fold by TBP), IL1A (10.4-fold by HPRT; 8.2-fold by TBP) and IL32
(8.3-fold by HPRT; 6.5-fold by TBP). The following transcripts showed a
3-5-fold increase in expression: TNF, EGF, CXCL5 and IL12A. Expression of
IL6, CXCL3, CXCL4 and CXCL10 was increased by 2-3-fold. Compared to
the parental cells, cytokine expression in the HCT116/OXA subline changed
slightly. Expression of IL6 (5.6-fold by HPRT; 4-fold by TBP), CXCL1
(2.2-fold by HPRT; 3.1-fold by TBP) and CXCL11 (4.1-fold by HPRT;
3.4-fold by TBP) transcripts increased, while IL7 decreased (7.6-fold by
HPRT; 5.1-fold by TBP) (Fig. 4).

We also assessed the levels of transcripts encoding cytokine receptors. The
receptors we selected were IL1R1 (ligands IL1a and IL1f), IL6R (IL6), CCR9
(CCL25), CXCR1 (IL8 and CXCL6), CXCR2 (IL8, CXCL1, CXCLz2,
CXCL3, CXCLS5, CXCL6, CXCL7), CXCR4 (CXCL12a and ) and EGFR
(EGF). We found that in the HCT116/FU cells, these transcript levels
increased, compared to HCT116 line: CXCR1 (5-fold by HPRT; 3.7-fold by
TBP) and CXCR2 (5.6-fold by HPRT; 3.8-fold by TBP) while CXCR4
decreased (2-fold by HPRT; 2.5-fold by TBP). In HCT116/OXA cells, CXCR1
(14-fold by HPRT; 11.4-fold by TBP) and CXCR4 (2.9-fold by HPRT;
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2.3-fold by TBP) transcript levels increased, while CXCR2 decreased (2.8-fold
by HPRT; 3.1-fold by TBP) (Fig. 4).

Cytokines Receptors
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Fig. 4. Levels of cytokine and their receptor transcripts in HCT116/FU and
HCT116/0OXA sublines compared to HCT116 cells. qPCR was performed 96 h after
seeding. Transcript levels were normalised to HPRT and TBP reference genes. Changes were
counted from HCT116 cells. Data presented as mean of fold-change, n = 3.

Next, we evaluated the changes in cytokine transcript levels after exposure
to 5-FU or OxaPt. We selected IL1A, IL6, 1L32, CXCL8, EGF, CXCR1,
CXCR2 and EGFR. HCT116 cells and their sublines responded differently to
treatment. In HCT116 cells, both drugs significantly altered cytokine
expression, with HCT116/FU cells showing a greater change in cytokine
expression after OxaPt treatment, and HCT116/OXA cells showing the effect
after 5-FU treatment. In HCT116 cells, exposure to 0.1 mM and 0.3 mM
5-FU increased levels of IL1A by 6.4 and 11-fold, IL32 by 2.2 and 3.8-fold,
CXCL8 by 5.4 and 17.4-fold, CXCR1 by 13.2 and 19.5-fold, CXCR2 by 23.6
and 29.4-fold, respectively. In these cells, after 0.3 mM 5-FU exposure, 1L6
and EGF transcript levels increased 2.3 and 2.1-fold, respectively, while
EGFR levels increased 2.4-fold after a dose of 0.1 mM 5-FU. In HCT116/FU
cells, after doses of 0.1 mM and 0.3 mM 5-FU IL6 levels increased by 2.9 and
4.5-fold, CXCR1 by 2.4-fold in both cases, CXCR2 by 2.8 and 2.5-fold,
respectively. In HCT116/0OXA cells, these doses of 5-FU increased levels of
IL1A by 3.3 and 4.8-fold, CXCL8 by 5.5 and 9.1-fold, CXCR1 by 10.9 and
18.9-fold, respectively. IL6, EGF and CXCR2 levels increased by 2, 2.3 and
2.4-fold, respectively, after a 0.3 mM dose of 5-FU (Fig. 5).

OxaPt had the greatest effect on the transcript levels of HCT116 and
HCT116/FU cells. In HCT116 cells, doses of 0.03 mM and 0.06 mM OxaPt
increased levels of IL1A by 3.4 and 8.6-fold, IL6 by 3 and 9.1-fold, IL32 by
2.2 and 4-fold, CXCL8 by 2.7 and 9.8-fold and EGF by 2 and 2.5-fold, CXCR1
by 11 and 17.1-fold, CXCR2 by 15.1 and 7.4-fold, respectively. In these cells,
the levels of EGFR increased by 3.1-fold after 0.03 mM OxaPt exposure. In
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HCT116/FU cells, exposure to 0.03 mM and 0.06 mM OxaPt increased the
levels of IL1A by 2.3 and 3.4-fold, IL6 by 7.5 and 16.7-fold, CXCL8 by 2.8
and 6.6-fold, CXCR1 by 7.4 and 11.4-fold, respectively. CXCR2 and EGFR
levels increased after exposure to 0.03 mM OxaPt by 4.6 and 2-fold,
respectively. In HCT116/0OXA cells, CXCR1 levels increased by 2.2 and
3.7-fold after doses of 0.03 mM and 0.06 mM, while CXCR2 levels decreased
by 2 and 3.1-fold, respectively (Fig. 5).

HCTI116 HCT116/FU HCT116/0XA

5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt

Conc.mM 0.1 03 0.03 006 0.1 03 0.03 0.06 0.1 03 0.03 0.06
IL14
IL6
IL32
CXCL8
EGF
CXCRI
CXCR2
EGFR

0 1 2 3 8 13 29
Transcripts, fold-change

Fig. 5. Effect of 5-FU and OxaPt on the levels of cytokines and their receptor
transcripts in HCT116 cells and their sublines. gPCR was performed 24 h after exposure.
Cytokine expression after drug treatment was compared with untreated cells. Transcript
levels were normalised to the HPRT reference gene. Data presented as mean of fold-change
of technical replicates, n = 3.

To summarise the changes in cytokine expression, it can be concluded that:
1) compared to the HCT116 line, in HCT116/FU cells the expression of these
cytokine transcripts increased: IL1A, IL6, IL12A, 1L32, CXCL3, CXCLA4,
CXCL5, CXCL8, CXCL10, EGF, TNF, CXCR1, CXCR2, but CXCR4 levels
decreased, and in HCT116/OXA cells IL6, CXCL1, CXCL11, CXCR1
increased while IL7 and CXCR4 decreased; 2) HCT116 cells showed an
increase in cytokine transcript levels after treatment with 5-FU and OxaPt,
HCT116/FU cells — after treatment with OxaPt, and HCT116/OXA cells —
after 5-FU treatment.

Changes in serpin levels in HCT116, SW620 cells and their sublines

Serpins are serine protease inhibitors that may promote tumour
development (Mkaouar et al., 2019), however, there is limited knowledge
about their role in chemotherapeutic drug induced resistance. Therefore, in
further work, we determined changes in serpin expression in chemoresistant
CRC cells.
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Changes in the expression of serpin transcripts

In this study, we determined the expression of serpins in HCT116, SW620
cells and their chemoresistant sublines. For serpin expression studies, we
selected serpin B1 (SB1), B5 (SB5), E1 (SE1) and E2 (SE2). First, we
compared the levels of serpin transcripts in resistant sublines with the parental
lines. In the HCT116/FU subline, SB5 levels were increased (2-fold by HPRT
and 2.8-fold by TBP) compared to HCT116 cells (Fig. 6A). The SW620/FU
subline showed a decrease in SB5 (2.6-fold by HPRT and 2.8-fold by TBP)
and SE2 (3.2-fold by HPRT and 3.6-fold by TBP) levels compared to SW620
cells (Fig. 6B). HCT116/0XA and SW620/OXA sublines did not show any
change in the levels of serpins compared to parental cells.
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Fig. 6. Changes in serpin transcript levels in HCT116/FU, HCT116/0XA (A) and
SW620/FU, SW620/0XA (B) sublines. gPCR was performed 96 h after cell seeding.
Transcript levels were normalised to HPRT and TBP reference genes. Changes were counted
from parental lines (solid lines). Dotted lines indicate a biologically significant change. Data
presented as mean + SD, n = 3.

We further evaluated how 5-FU and OxaPt alter serpin transcript levels in
HCT116 and SW620 cells and their sublines. We found that in HCT116 cells,
doses of 0.1 mM and 0.3 mM 5-FU increased the SB5 levels by 9.9 and
11.9-fold, and the SE1 levels by 9.5 and 11.8-fold, respectively. SE2 levels in
these cells increased 2.2-fold after exposure to 0.3 mM 5-FU. In HCT116/FU
cells, after these 5-FU doses, SB5 increased 2.7 and 3.7-fold, respectively, and
SE1 increased approximately 3-fold in both cases. In HCT116/OXA cells,
exposure to 0.3 mM 5-FU resulted in a 2-fold increase in SB1 levels. Exposure
of these cells to 0.1 mM and 0.3 mM 5-FU resulted in a 2.4 and 3.2-fold
increase in SB5 and a 3 and 4-fold increase in SE1 levels, respectively (Fig. 7).

OxaPt increased the levels of SB5 and SE1 in HCT116 and HCT116/FU
cells. InHCT116 cells, 0.03 mM and 0.06 mM OxaPt increased SB5 levels by
more than 9-fold at both doses and SE1 levels by 7.8-fold at both doses. In
HCT116/FU cells, after exposure to these doses of OxaPt, the SB5 levels
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increased 6-fold in both cases and the SE1 levels increased by 5.5 and
8.3-fold, respectively (Fig. 7).

In SW620 cells, doses of 0.3 mM and 1 mM 5-FU increased the levels of
SB5, SE1 and SE2 by just over 2-fold. In SW620/FU cells, doses of 1 mM and
4 mM 5-FU increased the levels of SB5 by 4.3 and 3.1-fold, respectively, and
SE1 by 2.2-fold in both cases. In SW620/OXA cells, 1 mM 5-FU increased
SB1 levels by 2-fold. Treatment of these cells with 0.3 mM and 1 mM 5-FU
resulted in a 3.1 and 2.4-fold increase in SB5 levels, respectively, and a more
than 2-fold increase in SE2 at both doses (Fig. 7).

In SW620 line, 0.03 mM and 0.06 mM OxaPt doses resulted in a 2.2 and
5.2-fold increase in levels of SB5 and a 2.2 and 3.1-fold in SE1 respectively.
In SW620/FU cells, these doses resulted in a 3.5 and 7.2-fold increase in SB5
levels, respectively. In these cells, a dose of 0.06 mM OxaPt reduced SB1 and
SE2 levels by 2.5-fold in both cases. In SW620/OXA cells, 0.03 mM and
0.06 mM OxaPt doses increased SB5 levels by 4-fold in both cases, while SE2
levels decreased by 2.3-fold after 0.06 mM treatment (Fig. 7).

HCTI116 HCT116/FU HCT116/0XA SW620 SW620/FU SW620/0XA
5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt
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Fig. 7. Effect of 5-FU and OxaPt on the levels of SERPINB1 (SB1), SB5, SE1 and SE2
transcripts in HCT116, SW620 cells and their sublines. gqPCR was performed 24 h after
exposure. Serpin expression after drug treatment was compared with untreated cells.
Transcript levels were normalised to the HPRT reference gene. Data presented as mean of
fold-change, n = 3.

To summarise the transcript expression results, we can say that:
1) compared to the parental lines, HCT116/FU cells showed an increase in
SB5 expression, while SW620/FU cells showed a decrease in SB5 and SE1
levels; 2) 5-FU increased the SB5 and SE1 levels in HCT116, SW620 cells
and their sublines; 3) OxaPt increased SB5 in HCT116, HCT116/FU and
SW620 cells and their resistant sublines, while SE1 levels were increased in
HCT116, HCT116/FU and SW620 cells.

Changes in serpin B5 protein levels

For further studies, we chose SB5, and determined its expression at protein
level. It is known that SB5 can be localised in different compartments of cell,
which determines its function (Goulet et al., 2011). Furthermore, SB5 nuclear
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and cytoplasmic localisation in CRC may determine tumour cell
aggressiveness (Gurzu, Jung, 2021), and therefore we first isolated nuclear
and cytoplasmic fractions of HCT116, SW620 cells and their sublines and
samples were fractionated in SDS-PAGE. We found that the two forms of SB5
seen on SDS-PAGE belong to different cell fractions. Based on SB5
movement on SDS-PAGE, we found that cytoplasmic SB5 has a size of
~42 kDa, while nuclear SB5 moves more slowly and therefore is larger than
42 kDa. Comparing total cell lysate, we found that HCT116 cells and their
sublines are dominated by the cytoplasmic form of SB5, while SW620 cells
and their sublines have more SB5 in the nucleus (Suppl. 4, Fig. 1).

Next, we determined changes in SB5 protein levels in HCT116, SW620
lines and their sublines. We found that SB5 levels increased 4-fold in
HCT116/FU and 2.2-fold in HCT116/0OXA (p <0.001 in both cases) cells,
compared to the HCT116. Treatment with 0.1 mM and 0.3 mM 5-FU of
HCT116 cells resulted in an 8.1-fold increase in SB5 levels in both cases
(p <0.001). In HCT116/FU cells, SB5 levels increased 8.5 and 9-fold after
0.3 mM and 1 mM doses of 5-FU, respectively (p < 0.001). In HCT116/0XA
cells, SB5 levels were increased after 0.1 mM and 0.3 mM doses of 5-FU by
3.5 (p=0.03) and 3.9-fold (p=0.005), respectively. OxaPt treatment
increased SB5 levels in HCT116 and HCT116/FU cells. In HCT116 cells,
after 0.03mM and 0.06 MM OxaPt treatment SB5 levels increased 8.8
(p <0.001) and 4.8-fold (p = 0.006), in HCT116/FU cells by 6.4 (p =0.03)
and 9.6-fold (p < 0.001), respectively (Fig. 8).
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Fig. 8. Changes in serpin B5 (SB5) protein levels in HCT116 cells and their sublines.
SB5 levels were measured 48 h after drug exposure. Data presented as mean + SD, n>3. A
statistically significant difference between cells: drug-sensitive and resistant (#); treated and
untreated (*). */** indicate that p < 0.05/0.01; ###/*** —p <0.001.

In SW620 cells and their sublines, we assessed changes in SB5 protein
levels in both the cytoplasm (SB5c, Fig. 9B) and the nucleus (SB5y, Fig. 9C).
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Compared to SW620 cells, the SB5¢ levels decreased 3-fold in SW620/FU
subline (p <0.001), while in SW620/OXA cells, in contrast, it increased
1.2-fold (p = 0.003). SB5g levels were similar between cell lines.

Exposure to 5-FU or OxaPt increased SB5¢ levels, while SB5y levels
varied depending on the cells and the drug dose. In SW620 cells, doses of
0.3mM and 1mM 5-FU increased SB5¢ levels by 1.8 and 1.3-fold
(p <0.001), in SW620/FU cells, by 3.6 (p <0.001) and 2.3-fold (p = 0.002),
respectively. Treatment of SW620 cells with 0.03 mM and 0.06 mM OxaPt
resulted in a 1.9 and 1.4-fold (p <0.001) increase in SB5¢ levels, and the
SW620/FU cells — 2.1 (p =0.001) and 2.3-fold (p = 0.002), respectively. In
SWG620/0OXA cells, SB5c levels increased 1.6-fold after a dose of 0.06 mM
OxaPt (p = 0.01) (Fig. 9A-B).

In SW620 cells, 0.3mM 5-FU increased SB5y levels by 1.4-fold
(p =0.007), while 1 mM dose decreased SB5n levels by 2.2-fold (p = 0.002).
In SW620/FU cells, exposure to 0.3 mM 5-FU increased SB5y levels 1.5-fold
(p=0.04). In SW620/0XA cells, SB5n levels decreased 3.3-fold after
exposure to 1 mM 5-FU (p = 0.02). At a dose of 0.03 mM OxaPt, SB5y levels
in SW620 cells increased 2.3-fold (p = 0.008). In SW620/FU cells, SB5n
levels decreased at 0.03 mM and 0.06 mM OxaPt doses by 1.2 (p = 0.02) and
1.8-fold, respectively (p<0.001). In SW620/OXA cells, SB5y levels
decreased 2-fold (p = 0.04) after exposure to 0.06 mM OxaPt (Fig. 9A, C).
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Fig. 9. Changes in serpin B5 protein levels in SW620 cells and their sublines. The SB5
levels in cytoplasm (SB5c) (B) and nucleus (SB5n) (C) were measured 48 h after drug
treatment. Data presented as mean + SD, n > 3. A statistically significant difference between
cells: drug-sensitive and resistant (#); drug-treated and untreated (*). * indicates that
p <0.05; ##/** — p < 0.01; ##HH/*** — p <0.001.
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To summarise the results, we can draw the following conclusions:
1) compared to the parental cell lines HCT116/FU, HCT116/0XA and
SW620/OXA cells showed an increase SB5 levels in cytoplasm, while
SW620/FU cells showed a decrease; 2) SB5 levels in cytoplasm increased
after 5-FU treatment in all the cell lines, except SW620/OXA cells, while after
OxaPt treatment — in all cell lines except in HCT116/OXA cells; 3) the levels
of SB5 in nucleus in SW620 cells and their sublines depended on the cell line,
drug and the concentration.

Role of autophagy in resistance

In this study, we compared the changes in autophagy protein levels
between parental HCT116 and SW620 lines and their chemoresistant sublines.
Also, we determined autophagy protein levels after treatment with 5-FU or
OxaPt and assessed the role of autophagy in OxaPt resistance. We evaluated
levels of ATG7, ATG12, LC3B-II protein form (hereafter LC3B-1I) and
autophagic flux (intensity). ATG7 and ATG12 are essential autophagy
proteins involved in autophagosome biogenesis (Section 1.6.1). Autophagic
flux was determined by changes in LC3B-II levels. During the formation of
autophagic membranes, the LC3B protein (LC3B-I form) is conjugated to
phosphatidylethanolamine (PE) and converted to the LC3B-Il. This form is
used as a marker of autophagy because the amount of LC3B-II correlates with
the number of autophagosomes, and part of LC3B-II is degraded during the
final stages of autophagy when autophagosomes fuse with lysosomes
(Nakatogawa, 2020). Thus, autophagic flux is determined by the amount of
LC3B-Il accumulated when degradation in autolysosomes is suppressed by
inhibitors of lysosomal function (Klionsky et al., 2021). For the measurement
of autophagic flux, cells were incubated with 30 uM chloroquine (CQ) for 4 h
before cell lysis. CQ is an inhibitor that increases the pH of lysosomes and
thus interferes with degradation. In the case of elevated autophagic flux,
higher levels of LC3B-II are detected in samples with CQ than in samples
without CQ (Mauthe et al., 2018).

Changes in ATG7 and ATGA12 protein levels

In previous studies, HCT116/FU and HCT116/OXA cells were found to
have higher levels of ATG7 protein, compared to HCT116 cells and 5-FU or
OxaPt treatment reduced it in HCT116 and HCT116/FU cells. In
HCT116/OXA cells, 5-FU decreased, while OxaPt increased ATG7 levels

S —
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protein levels. We found that in HCT116/OXA cells ATG12 levels increased
by 1.7-fold (p =0.001), compared to HCT116 line (Fig. 10). We further
assessed how the levels of ATG12 changed after 5-FU or OxaPt treatment.
We found that after 0.1 mM and 0.3 mM of 5-FU doses ATG12 levels
decreased by 4.1 and 3.6-fold (p < 0.001) in HCT116 cells, respectively, 1.9
and 1.6-fold (p < 0.001) in HCT116/FU cells, and 4.4 (p < 0.001) and 2.2-fold
(p =0.007) in HCT116/0OXA cells (Fig. 10A). Exposure to OxaPt reduced the
levels of ATG12 in HCT116 and HCT116/FU. In HCT116 cells, doses of
0.03 mM and 0.06 mM OxaPt reduced ATG12 levels by 3-fold in both cases
(p <0.001), while in HCT116/FU cells by 2 and 3.4-fold (p < 0.001 for both
cases), respectively (Fig. 10B).
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Fig. 10. Changes in ATG12 protein levels in HCT116 cells and their sublines. ATG12
levels were determined 48 h after treatment with 5-FU (A) or OxaPt (B). Data presented as
mean + SD, n>3. A statistically significant difference between drug-sensitive and
chemoresistant lines (#); drug-treated and untreated cells (*). ##/** indicate that p <0.01;
*** —p<0.001.

We further evaluated the changes in ATG7 and ATG12 levels in SW620
cells and their sublines. We found that treatment with 5-FU or OxaPt resulted
in a decrease in ATG?7 levels and an increase in ATG12 levels. In SW620
cells, doses of 0.3mM and 1 mM 5-FU reduced ATG7 levels by 1.7 and
2.3-fold (p <0.001), in SW620/FU cells by 1.5 (p=0.02) and 1.9-fold
(p =0.001), in SW620/OXA cells by 1.6 (p =0.02) and 2.1-fold (p = 0.006),
respectively (Fig. 11A). In SW620 cell line, doses of 0.03 mM and 0.06 mM
OxaPt reduced ATGY7 levels by 1.4 and 2-fold (p < 0.001), in SW620/FU cells
1.4 (p=0.04) and 2.1-fold (p=0.001) and in SW620/OXA cells 1.7
(p =0.04) and 1.9-fold (p = 0.009), respectively (Fig. 11B).

In contrast to ATG7 level changes, ATG12 protein levels increased after
exposure to 5-FU or OxaPt. In SW620 cells after exposure to 0.3 mM and
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1 mM 5-FU, it increased 1.8 (p = 0.03) and 3.9-fold (p = 0.003), respectively,
while in SW620/FU and SW620/0XA cells, it increased 3-fold (p < 0.001)
after exposure to 1 mM 5-FU (Fig. 11A). At a dose of 0.06 mM OxaPt,
ATG12 levels increased 2.2-fold (p <0.001) in SW620 cells, 1.9-fold
(p =0.01) in SW620/FU and 2.8-fold (p = 0.008) in SW620/0OXA (Fig. 11B).
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Fig. 11. Changes in ATG7 and ATG12 protein levels in SW620 cells and their sublines.
ATG7 and ATG12 levels were determined 48 h after treatment with 5-FU (A) or OxaPt (B).
Data presented as mean + SD, n> 3. A statistically significant difference between drug-
treated and untreated cells (*). */**/*** indicate that p <0.05/0.01/0.001.

To summarise the results, we can conclude that 1) ATG12 levels increased
in HCT116/OXA cells compared to the HCT116; 2) 5-FU reduced ATG12
levels in HCT116 cells and their sublines, whereas OxaPt reduced it in
HCT116 and HCT116/FU cells; 3) 5-FU or OxaPt treatment decreased ATG7
levels but increased ATG12 levels in SW620 cells and their sublines.

Changes in autophagosome amount and autophagic flux

Previous studies have shown that in HCT116 cells and their sublines, the
amount of autophagosomes and autophagic flux depended on the cell line and
the treatment (Kukcinaviciate, 2019). HCT116/FU and HCT116/0XA cells
showed a reduced autophagic flux compared to HCT116. 5-FU treatment
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reduced autophagic flux in HCT116, HCT116/FU and HCT116/0OXA cells.
The effects of OxaPt on autophagic flux was dose and cell line-dependent. A
dose of 0.06 MM OxaPt reduced autophagic flux in HCT116 and HCT116/FU
cells, whereas in HCT116/0OXA cells increased (Kukcinaviciiité, 2019).

In this study, we assessed the autophagosome amount and autophagic flux
in SW620 cells and their sublines. First, we determined changes in autophagy
in resistant sublines. In SW620/FU cells, LC3B-II levels decreased 1.3-fold
(p = 0.03), whereas in SW620/OXA cells contrary, increased by 1.7-fold
(p < 0.001). The autophagic flux increased 1.3-fold in SW620/FU cells and
2.2-fold in SW620/OXA cells (Fig. 12 and Table 4).
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Fig. 12. Changes in LC3B-II levels and autophagic flux in SW620 cells and their
sublines. LC3B-II levels were measured 48 h after exposure to 5-FU (A and C) or OxaPt
(B and D). To determine autophagic flux, cells were incubated with 30 uM CQ for 4 h
before cell lysis. Data presented as mean + SD, n > 3. A statistically significant difference
between drug-sensitive and resistant cells (#); drug-treated and untreated cells (*); cells
with and without CQ (°). #/*/° indicate that p < 0.05; °° — p < 0.01; ###/°°°, — p < 0.001.

We further evaluated the effects of 5-FU and OxaPt on autophagy. In
SW620 cells, a 1 mM 5-FU increased LC3B-II levels by 1.4-fold (p = 0.03)
and in SW620/FU cells by 1.5-fold (p=0.04). We also determined the
autophagic flux. In SW620 and SW620/FU cells, a dose of 1 mM 5-FU
reduced autophagic flux by 1.6-fold. In SW620/OXA cells, 0.3 mMand 1 mM
doses of 5-FU reduced the autophagic flux by 1.6 and 4.4-fold, respectively
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(Fig. 12A, C and Table 4). OxaPt treatment had the opposite effect of
increasing autophagic flux in SW620 and SW620/FU cells. In SW620 cells
after exposure to 0.03 mM and 0.06 mM OxaPt, autophagic flux increased by
1.9 and 1.6-fold, and in SW620/FU cells by 1.4 and 1.5-fold, respectively. In
SW620/0OXA cells, the autophagic flux decreased by 1.5-fold after exposure
to 0.03 mM OxaPt (Fig. 12B, D and Table 4).

Table 4. Autophagic flux by LC3B-I11 level in SW620 cells and their sublines.

Drug SW620 SW620/FU SW620/0XA
conc., mM Flux p Flux p Flux p
0 0.49 0.009 063 1t* <0001 11 1* <0.001
£FU 0.3 046 - 002 068 - 0.003 0.68 > 0.05

003 095 1 0002 08 1 0.001 0.72 >0.05
0.06 08 1 0001 093 1 0.007 0.99 0.001
* Compared to the SW620 line, elsewhere it is compared to untreated cells.

Flux — the difference between the averages of cells with CQ (CQ+) and without (CQ-).
Flux: increased T ; decreased | ; unchanged -; p — a statistically significant difference
between CQ- and CQ+.

!
1 03 | >005 039 | >0.05 025 | >0.05
OxaPt l

Taken together, these results showed that: 1) compared to SW620 cells,
autophagosomes amount decreased in the SW620/FU subline but increased in
the SW620/0OXA and autophagic flux increased in both sublines; 2) 5-FU
treatment increased LC3B-Il levels in SW620 and SW620/FU cells but
decreased autophagic flux in all cell lines; 3) OxaPt increased autophagic flux
in SW620 and SW620/FU cells but decreased it in SW620/0OXA.

Role of autophagy in the viability of HCT116 cells and their sublines

Since HCT116/OXA cells showed an increase in autophagic flux in
response to OxaPt treatment and a decrease in response to 5-FU treatment
(Kukcinavicitte, 2019), we next sought to assess the role of autophagy in
OxaPt-induced resistance. We used specific siRNAs to reduce the levels of
ATG5, ATG7 and ATG12, molecules involved in autophagosome biogenesis.
In HCT116 cells, the levels of ATG5, ATG7 and ATG12 transcripts were
reduced by 3.1, 4.1 and 5.4-fold, respectively. In HCT116/FU cells, these
transcripts were downregulated by 2.6, 3.5 and 4.1-fold, respectively. In
HCT116/OXA cells, ATG5 and ATG?7 transcripts decreased by 4.4-fold and
ATG12 transcripts decreased by 4.1-fold (Fig. 13A).

We determined by crystal violet (CV) assay that silencing of ATG7 and
ATG12 expression reduced the viability of HCT116 cells by 19 % (p = 0.007)
and 30 % (p =0.006), respectively. Silencing of ATG12 expression made
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these cells more sensitive to the OxaPt, with a 20 % decrease in viability at
both doses (p = 0.002 for 0.03 mM; p < 0.001 for 0.06 mM) (Fig. 13B). The
viability of untreated HCT116/FU cells decreased following silencing of
ATG5 and ATG12 expression by 17 % (p =0.009) and 26 % (p = 0.004),
respectively. Silencing of ATG12 expression reduced HCT116/FU cell
viability by 12 % after both doses of OxaPt (p = 0.002 for 0.03 mM; p = 0.003
for 0.06 mM) (Fig. 13C). Silencing ATG7 and ATG12 expression reduced
HCT116/0XA cell viability by 8% (p=0.02) and 21% (p=0.03),
respectively (Fig. 13D).
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Fig. 13. Role of ATG5, ATG7 and ATG12 in OxaPt-induced resistance in HCT116 cells
and their sublines. Transfection efficiency assessment at mMRNA levels (A). Cell viability
of HCT116 (B), HCT116/FU (C) and HCT116/OXA (D) cells was measured by the CV after
transfection (72 h) and OxaPt treatment (48 h). In panel A, colours indicate transcript and
specific SIRNA. NT —a mixture of non-specific siRNAs; 5— ATG5, 7— ATG7, 12 - ATG12
transcript-specific SiRNA. Data presented as mean + SD (A); or median with interquartile
ranges (B-D), n > 3. ° shows a statistically significant difference between cells treated with
NT and specific siRNAs. °/°°/°°° indicate that p < 0.05/0.01/0.001.

The results suggest the conclusion that ATG12 is important for the survival
of HCT116, HCT116/FU and HCT116/OXA cells, and its silencing increased
the sensitivity of HCT116 and HCT116/FU cells to OxaPt treatment.

Role of p62 in chemoresistance

Further, we determined changes in the levels of the selective autophagy
receptor p62 in HCT116, SW620 cells and their sublines. First, we assessed
p62 levels and autophagic flux. As p62 is degraded in autolysosomes during
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autophagy, the autophagic flux can be determined when lysosomal function is
disrupted (Yoshii, Mizushima, 2017, Ueno, Komatsu, 2020). Next, we
determined p62 significance for resistance of HCT116 cells and their sublines
by downregulating p62 expression with a specific SIRNA.

Changes in p62 levels and autophagic flux

We found that the levels of p62 protein increased 1.8-fold (p < 0.001) in
HCT116/FU cells compared to HCT116. Treatment with 5-FU reduced p62
levels only in HCT116 cells: 1.4-fold at a dose of 0.1 mM and 5.7-fold at a
dose of 0.3 mM 5-FU (p < 0.001 in both cases) (Fig. 14A, C). OxaPt treatment
reduced p62 levels in HCT116 cells and HCT116/FU subline which has a low
level of resistance to this drug. The levels of p62 after exposure to 0.03 mM
and 0.06 mM OxaPt in HCT116 cells decreased 1.5 (p = 0.007) and 7.9-fold
(p<0.01), in HCT116/FU cells 1.5 (p =0.005) and 1.8-fold (p <0.001),
respectively (Fig. 14B, C). Next, we found that in HCT116 cells, doses of
0.03 mM and 0.06 mM OxaPt increased autophagic flux by 6.2 and 8-fold,
respectively (p = 0.02 in both cases), while in HCT116/0OXA cells, 0.03 mM
OxaPt increased it by 5-fold (p = 0.049) (Fig. 14B, D).
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Fig. 14. p62 protein levels in HCT116 cells and their sublines. p62 levels were measured
48 h after exposure to 5-FU (A and C) or OxaPt (B and D). To determine autophagic flux,
cells were incubated with 30 pM CQ for 4 h before cell lysis. Data presented as mean + SD,
n>3. A statistically significant difference between drug-sensitive and resistant cells (#);
drug-treated and untreated cells (*); cells with and without CQ (°). © indicates that p < 0.05;
** _p <0.01; #H#/***, — p <0.001.
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In SW620/FU cells, a 1.4-fold decrease in levels of p62 was observed at a
dose of 0.06 mM OxaPt (p = 0.02). Compared to SW620, in SW620/0XA
subline autophagic flux was increased (p = 0.048) and was abolished by drug
treatment (Fig. 15).
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Fig. 15. p62 protein levels in SW620 cells and their sublines. p62 levels were measured
48 h after exposure to 5-FU (A and C) or OxaPt (B and D). To determine autophagic flux,
cells were incubated with 30 uM CQ for 4 h before cell lysis. Data presented as mean + SD,
n > 3. A statistically significant difference between drug-treated and untreated cells (*); cells
with and without CQ (°). */° indicate that p <0.05.

The changes in p62 protein levels suggest that: 1) compared to the parental
lines, HCT116/FU cells showed an increase in p62 levels, while SW620/0XA
cells showed an increase in autophagic flux; 2) 5-FU exposure reduced p62
levels in HCT116 cells, while OxaPt decreased it in HCT116, HCT116/FU
and SW620/FU cells; 3) OxaPt treatment increased autophagic flux (based on
p62) in HCT116 and HCT116/0OXA cells, while in SW620/0XA cells 5-FU
and OxaPt treatment decreased it.

Role of p62 in the resistance of HCT116 cells and their sublines

We chose HCT116 cells and their sublines for further studies, as we found
elevated p62 levels in the HCT116/FU cells. To determine the role of p62 in
resistance, we evaluated the effect of p62 expression silencing on cell
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viability. We assessed it by CV and MTT. We reduced p62 expression with
siRNA specific for the SQSTML1 transcript, which was 100 % effective at the
protein level 48 h after transfection in all cell lines (Fig. 16).

HCT116  HCT116/FU HCT116/0XA
sSiRNA NT p62 NT p62 NT p62

p62 [— - 2z-— | 62 kDa

Practin | e — — > — w— | | (Da
Fig. 16. The efficiency of the p62 expression silencing in HCT116 cells and their
sublines. p62 levels were measured 48 h after transfection. NT — a mixture of non-specific
SiRNAs; p62 — siRNA specific for SQSTML1 transcript.

The CV method, which reflects the number of cells adhering to the growth
surface, showed that silencing of p62 expression reduced the viability of
control cells and made them more sensitive to drug treatment (Fig. 17A). The
viability of control HCT116 cells decreased by 16 % (p < 0.001), HCT116/FU
by 10 % (p = 0.01) and HCT116/OXA by 8 % (p < 0.001). In HCT116 cells,
silencing of p62 expression reduced viability after doses of 0.1 mM and
0.3 mM 5-FU by 13 % (p < 0.001) and 8 % (p = 0.03), respectively. In these
cells, viability was also reduced by 14 % (p = 0.01) after a dose of 0.03 mM
OxaPt. Silencing of p62 expression made HCT116/FU cells more sensitive to
0.1 mM 5-FU and 0.03 mM OxaPt. Viability decreased by 13 % (p < 0.001)
and 9 % (p = 0.01), respectively. HCT116/OXA cell viability decreased after
silencing of p62 expression by 9 % at doses of 0.1 mM and 0.3 mM 5-FU
(p <0.001 and 0.01, respectively) and by 11 % at doses of 0.03 mM and
0.06 mM OxaPt (p = 0.009 for both cases).

By measuring viability using the MTT assay, which measures the activity
of mitochondrial oxidoreductases (hereafter metabolic activity), we found that
silencing of p62 expression increased the metabolic activity of drug-resistant
cells (Fig. 17B). Silencing of p62 expression increased the metabolic activity
of untreated HCT116/FU cells by 14 % (p = 0.005), whereas at doses of
0.1 mM 5-FU and 0.06 mM OxaPt increased it by 16 % (p < 0.001) and 15 %
(p = 0.003), respectively. In HCT116/0OXA cells, metabolic activity increased
by 17 % at 0.1 mM 5-FU (p = 0.03), 15 % at 0.03 mM (p = 0.002), and 11 %
at 0.06 mM (p = 0.03) OxaPt exposure.

As we obtained different results in resistant sublines when measuring cell
viability by CV and MTT, we evaluated the effect of silencing of p62
expression on cell survival by counting the number of cells (Suppl. 6, Fig. 2).
We found that silencing of p62 expression reduced the number of control
HCT116 and HCT116/FU cells by 20% (p=0.005 and p<0.001,
respectively) and the number of HCT116/0OXA cells by 24 % (p < 0.001).
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The assessment of viability after silencing of p62 expression suggested that
1) it reduced the viability of control and 5-FU or OxaPt-treated HCT116 cells
and their sublines; 2) silencing of p62 expression increased the metabolic
activity of HCT116/FU and HCT116/0OXA cells.
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Fig. 17. Role of p62 for 5-FU and OxaPt-induced resistance in HCT116 cells and their
sublines. Cell viability was measured by CV (A) or MTT (B) 72 h after transfection (48 h
after drug exposure). NT — a mixture of non-specific SIRNAs; p62 — a SQSTM1 transcript-
specific siRNA. Data presented as median with interquartile ranges; n > 3. ° shows a
statistically significant difference between cells treated with NT and p62 siRNAs. °/°°/°°°
indicate that p <0.05/0.01/0.001.

Role of p62 on survival regulatory protein levels

To investigate whether silencing of p62 expression leads to cell death, we
assessed the levels of RIPK1, phosphorylated RIPK3 (pRIPK3) and active
caspase-3 after p62 downregulation. For this, we chose doses of 0.1 mM
5-FU and 0.06 mM OxaPt, which, when applied to resistant cells, silencing of
p62 expression increases metabolic activity. It is known that caspase-8 or
RIPK1, may be involved in the regulation of both apoptosis and necroptosis
(Shalini et al., 2015). These proteins can form complexes with p62 and
regulate cell death and survival (J. Chen et al., 2019).

RIPK1 forms a complex with p62 (Xu et al., 2021) and interacts with many
other proteins, including regulators of cell death such as RIPK3, caspase-8,
CFLAR, FAS, TRAF2, TRADD or FADD (Suppl. 6, Fig. 3). First, we
assessed changes in RIPK1 levels after drug exposure. In HCT116 cells, 5-FU
reduced RIPK1 levels by 2.6-fold and OxaPt — by 1.7-fold (in both cases
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p <0.001). In HCT116/FU cells, RIPK1 levels were reduced 1.3-fold by
5-FU (p = 0.03) and 2.4-fold by OxaPt (p < 0.001). In contrast to HCT116 and
HCT116/FU cells, 5-FU and OxaPt treatment increased RIPK1 levels in
HCT116/OXA cells by 1.5 (p=0.04) and 2-fold (p =0.02), respectively
(black bars in Fig. 18).

Downregulation of p62 expression decreased RIPK1 levels in all cell lines.
In untreated HCT116 cells, RIPK1 levels decreased by 2-fold, after 5-FU
treatment by 4-fold and after OxaPt — 5-fold (in all cases p <0.001). In
untreated HCT116/FU cells RIPK1 levels decreased by 1.8-fold, after 5-FU
treatment by 3.4-fold (p <0.001 in both cases) and after OxaPt — 9.1-fold
(p =0.003). In untreated HCT116/0OXA cells, RIPK1 levels decreased by
1.4-fold (p =0.03), after 5-FU treatment by 2.5-fold (p = 0.007), and after
OxaPt — 4.2-fold (p < 0.001) (black bars versus white bars in Fig. 18).
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Fig. 18. RIPK1 protein levels after silencing of p62 expression in HCT116 cells and
their sublines. RIPK1 levels were measured 72 h after transfection (48 h after drug
exposure). NT — a mixture of non-specific sSiRNAs; p62 — a SQSTML1 transcript-specific
SiRNA. Data presented as mean + SD; n > 3. A statistically significant difference between
drug-treated and untreated cells (*); NT and p62 siRNAs (°). */° indicate that p < 0.05; °° —
p <0.01; ***/°°° —p < 0.001.

Since RIPK1 levels were p62-dependent, we further assessed the effect of
p62 expression downregulation on the levels of the necroptosis-relevant
RIPK3. RIPK1 interacts with RIPK3 via the RHIM domain and induce auto
or trans-phosphorylation to activate it (Karlowitz, van Wijk, 2023). In this
study, we evaluated a phosphorylated form of RIPK3 (pRIPK3) involved in
necroptosis (Ser227) (Dhuriya, Sharma, 2018). We found that in HCT116
cells, exposure to 5-FU reduced pRIPK3 levels by 1.4-fold (p =0.03). In
HCT116/FU cells, pRIPKS levels decreased after 5-FU and OxaPt treatment
by 1.2-fold (p = 0.007) and 3-fold (p < 0.001), respectively. In HCT116/0XA
cells, pRIPK3 levels increased by 2-fold after OxaPt treatment (p < 0.001)
(black bars in Fig. 19).

Silencing of p62 expression resulted in a 2.1-fold (p = 0.008) reduction of
PRIPK3 levels in HCT116/FU cells after 5-FU treatment and a 2.2-fold
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(p <0.001) in HCT116/OXA cells after OxaPt treatment (black bars versus
white bars in Fig. 19).
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Fig. 19. pRIPKS3 levels after silencing of p62 expression in HCT116 cells and their
sublines. pRIPK3 levels were measured 72 h after transfection (48 h after drug exposure).
NT — a mixture of non-specific SIRNASs; p62 — a SQSTM1 transcript-specific sSiRNA. Data
presented as mean + SD; n > 3. A statistically significant difference between drug-treated
and untreated cells (*); NT and p62 siRNAs (°). * indicates that p < 0.05; **/°° — p < 0.01;
*Hk/000 _n <0.001.

Finally, we assessed the effects of p62 silencing on the levels of active
caspase-3 involved in apoptosis. We found that 5-FU and OxaPt treatment
activated caspase-3 in HCT116 and HCT116/FU and silencing of p62
expression reduced it. In HCT116 cells, in the presence of 5-FU, caspase-3
activity was reduced by 2.6-fold and in HCT116/FU cells, in the presence of
either 5-FU or OxaPt caspase-3 activity decreased 2.7-fold and 3.5-fold,
respectively (p < 0.001 in all cases) (black bars versus white bars in Fig. 20).
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Fig. 20. Active (cleaved) caspase-3 levels after silencing of p62 expression in HCT116
cells and their sublines. Caspase-3 levels were measured 72 h after transfection (48 h after
drug exposure). NT —a mixture of non-specific SIRNAS; p62 —a SQSTML1 transcript-specific
siRNA. Data presented as mean + SD; n > 3. A statistically significant difference between
cells treated with NT and p62 siRNAs (°). °°° indicates that p < 0.001.

Taken together, the results implied that 1) silencing of p62 expression
decreased levels of RIPK1 in control and 5-FU or OxaPt treated HCT116 cells
and their sublines; 2) pRIPK3 levels decreased after silencing of p62
expression in HCT116/FU cells after 5-FU and in HCT116/OXA cells after
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OxaPt treatment; 3) silencing of p62 expression decreased caspase-3 activity
in 5-FU or OxaPt treated HCT116 and HCT116/FU cells.

p62 impact on cytokine levels

Since silencing of p62 reduced the levels of death-inducing proteins, which
is contrary to the viability results, we further evaluated the effect of silencing
of p62 expression on the levels of cytokines that regulate cell proliferation.
We selected genes known to have increased expression in chemoresistant cell
lines (Fig. 4). We found that silencing of p62 expression reduced IL1A
transcript levels in all cell lines. In HCT116 cells, it was reduced by 3.6-fold,
in HCT116/FU by 3.2-fold and in HCT116/0OXA by 2-fold. IL6 levels
decreased only in the parental HCT116 cells by 2.4-fold. CXCL8 levels
decreased in resistant sublines: 3.9-fold in HCT116/FU and 2.9-fold in
HCT116/OXA cells. The expression of the cytokine receptor CXCR2 was
reduced in all cells: 5.2-fold in HCT116, 4.6-fold in HCT116/FU and 2.3-fold
in HCT116/0XA (Fig. 21).

[ ]HcT1le [ ] HCT116/FU [ ] HCT116/OXA

0 R

IL1A IL6 CXCL8 TNF CXCR1 CXCR2
p62 siRNA

Fig. 21. Cytokine transcript levels after silencing of p62 expression in HCT116 cells
and their sublines. gPCR was performed 48 h after siRNA transfection. Transcript levels
were normalised to the HPRT reference gene. Changes were counted from cells treated with
a mixture of non-specific siRNAs (solid line). Dashed lines indicate a biologically
significant change. Data presented as mean + SD, n = 3.
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Since silencing of p62 expression reduced CXCL8 levels in resistant
sublines, we further assessed the levels of the protein it encodes (IL8). IL8 is
a secreted protein, so we determined its levels in a growth medium. We
exposed cells to 0.1 mM 5-FU and 0.06 mM OxaPt. First, we assessed the
effects of 5-FU or OxaPt on IL8 levels (Fig. 22). We found that in HCT116
and HCT116/FU cells, 5-FU treatment reduced IL8 levels. Median decreased
by 1.9-fold (p =0.02) and 1.4-fold (p=0.049) (yellow and green boxes),
respectively. In HCT116/0OXA cells, 5-FU treatment increased 1L8 secretion
3.4-fold (p<0.001) (red box). In HCT116/FU cells, OxaPt treatment
increased IL8 levels by 1.3-fold (p =0.02). In HCT116/OXA cells, OxaPt
increased the amount of 1L8 by 1.7-fold (p < 0.001).
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Silencing of p62 expression led to a decrease in IL8 levels in all cell lines.
In control HCT116 cells, IL8 levels decreased by 6-fold (p < 0.001), after
5-FU treatment by 1.8-fold (p < 0.001) and after OxaPt — 1.2-fold (p = 0.009)
(yellow boxes versus light yellow boxes in Fig. 22). In untreated HCT116/FU
cells, silencing of p62 expression reduced IL8 levels by 3.6-fold (p < 0.001),
and by 1.6-fold (p =0.002) after 5-FU treatment (green boxes versus light
green boxes in Fig. 22). In untreated HCT116/0OXA and with 5-FU-treated
cells, IL8 levels decreased by 1.4-fold (p < 0.001 and p = 0.001, respectively).
In these cells, silencing of p62 expression with OxaPt treatment decreased IL8
levels by 1.7-fold (p = 0.03) (red boxes versus light red boxes in Fig. 22).
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Fig. 22. IL8 protein levels after silencing of p62 expression in HCT116 cells and their
sublines. L8 levels were determined 72 h after transfection (48 h after exposure to 0.1 mM
5-FU or 0.06 mM OxaPt). NT — a mixture of non-specific SiRNAs; p62 — a SQSTM1
transcript-specific siRNA. Data presented as mean + SD; n > 3. A statistically significant
difference between drug-treated and untreated cells (*); NT and p62 siRNAs (°). */° indicate
that p <0.05; °° —p < 0.01; ***/°°° —p < 0.001.

To summarise the results, we can draw conclusions that silencing of p62
expression decreased 1) cytokine transcript levels in HCT116 cells IL1A, IL6
and CXCR2, in HCT116/FU and HCT116/OXA sublines — IL1A, CXCL8 and
CXCR?2; 2) IL8 protein levels in control and 5-FU or OxaPt treated HCT116
cells and their chemoresistant sublines.
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DISCUSSION

In this study, we evaluated the molecular mechanisms of resistance to the
chemotherapeutic drugs 5-FU and OxaPt in colorectal cancer (CRC) cells. We
evaluated changes in cytokine, serpin and autophagy protein levels in CRC
cells that have acquired resistance to chemotherapeutic drugs and the role of
autophagy in resistance. For experiments, we used resistant sublines derived
in our laboratory from HCT116 and SW620 cell lines cultured for prolonged
time with 5-FU (HCT116/FU and SW620/FU) or OxaPt (HCT116/0OXA and
SW620/0XA). These drugs were chosen because, to date, 5-FU alone or in
combination with OxaPt and leucovorin (folinic acid) have been the main
treatment option for advanced CRC. First, we assessed the level of resistance
of the cells used in this work. Evaluation of viability after exposure to 5-FU
or OxaPt revealed that SW620 are more resistant to drug treatment than the
HCT116. This could be explained by different tumour-promoting mutations
in HCT116 and SW620 lines — although both cell lines have a mutated KRAS
gene, only SW620 cells have a mutated TP53 (Ahmed et al., 2013). Mutated
TP53 is known to be associated with resistance to chemotherapeutic drugs in
CRC (Li et al., 2019). The level of resistance also varied in the derived
sublines. SW620/FU and SW620/0XA sublines were less resistant to 5-FU
and OxaPt compared to sublines derived from the HCT116. In addition,
although the resistance of HCT116/FU, SW620/FU and HCT116/0OXA cells
was induced by single drug exposure, these sublines acquired resistance to
both drugs. Multidrug resistance is often seen in cancers, where cells exposed
to a single drug become resistant to other drugs that act through different
mechanisms (Bukowski et al., 2020).

To assess the role of autophagy or chosen molecules in the acquired
resistance of CRC cells, we chose three strategies: 1) to determine the
molecular changes in resistant sublines compared to sensitive cells; 2) to
assess the impact of 5-FU and OxaPt on the intensity of autophagy or the
levels of selected molecules; and 3) to determine the role of the silencing of
the expression of selected targets in the cell viability.

First, we evaluated how the expression of cytokine transcripts changed in
HCT116/FU and HCT116/OXA sublines compared to HCT116, and how it
was altered after 5-FU and OxaPt treatment. HCT116/FU cells had increased
levels of many of tumour-promoting cytokines such as IL1A, IL6, IL32,
CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCL8, CXCL10 and EGF. These cells also showed
changes in the levels of transcripts encoding cytokine receptors: CXCR1 and
CXCR2 increased while CXCR4 decreased. HCT116/0OXA cells showed
altered expression of a smaller fraction of cytokines. IL6, CXCL1, CXCL11,
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CXCR1 and CXCR4 levels increased in these cells, while IL7 and CXCR2
decreased. It has been shown that cytokines play an important role in the
development of acquired resistance by regulating apoptosis, the NF-«xB
signalling pathway, the expression of other cytokines, autophagy, or the
amount of drug efflux transporters (Table 1.2). IL6 and IL8 have been shown
to increase levels of the drug efflux carrier ABCC1(Shi et al., 2012), which is
associated with 5-FU and OxaPt-induced resistance in CRC cells (Cao et al.,
2017). Also, 1L8 may regulate the NF-xB signalling pathway, which is
implicated in 5-FU resistance (Korber et al., 2016) and it is shown that
blocking the IL8 receptor CXCR2 in 5-FU-resistant CRC cells reduces cell
viability (Dabkeviciene et al., 2015). Phosphorylated EGFR (Tyr1068), levels
of which are elevated in HCT116/FU and HCT116/OXA sublines
(unpublished data), is associated with resistance to 5-FU and OxaPt (Qian et
al., 2019). All this suggests that cytokines and their receptors could be
potential determinants of resistance to 5-FU and OxaPt. We further evaluated
the role of 5-FU and OxaPt on the expression of cytokines and their receptor
transcripts. To date, there is little knowledge about changes in cytokine
expression in cancer cells after exposure to chemotherapeutic drugs
(Groysman et al., 2021), even less is known about their expression in drug
resistant cancer cells. In this study, we found that in HCT116 cells, exposure
to both 5-FU and OxaPt significantly increased the expression of IL1A, IL6,
IL32, CXCL8, CXCR1, CXCR2 and CXCR4, while the response of
HCT116/FU and HCT116/OXA cells was drug dependent. In HCT116/FU
cells, OxaPt increased their levels to a greater extent, whereas in
HCT116/OXA cells, expression of cytokines increased more after 5-FU
treatment. Thus, the drug used to generate a particular subline does not cause
an increase in cytokine expression. Changes in cytokine expression may be
the cell’s response to drug-induced stress to which it is not adapted. Increasing
cytokine expression may also be a way for cells to protect themselves against
drug-induced cytotoxicity. Some cytokines are known to promote the anti-
cancer properties of drugs, while others are known to induce cancer cell
proliferation, metastasis, and resistance. Increased expression of interleukins
and chemokines after drug exposure tends to stimulate proliferation and have
a positive effect on tumour progression (Groysman et al., 2021).

By assessing the expression of serpin transcripts in HCT116 and SW620
cells and their sublines, we found that SERPINBS5 transcript levels increased
in HCT116/FU cells and decreased in SW620/FU, while 5-FU and OxaPt
treatment increased its levels in all cells except the HCT116/OXA subline. We
therefore determined serpin B5 (SB5) protein levels and found that
HCT116/FU, HCT116/0OXA and SW620/0OXA cells showed an increase in
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the levels of SB5 in the cytoplasm compared to their parental lines, while
SW620/FU cells showed a decrease. There are no data on the impact of SB5
on resistance, but it is known to be upregulated in CRC cells compared to
healthy cells (Chang et al., 2018). It has been shown that not only the amount
of SB5, but also its intracellular localisation affects tumour development and
aggressiveness (Gurzu, Jung, 2021). SW620 cells and their sublines have
more SB5 in the nucleus than in the cytoplasm, while HCT116 cells and their
sublines have mores SB5 in the cytoplasm. SB5 localisation in CRC cells is
known to depend on microsatellite status (Gurzu, Jung, 2021). In MSS
sporadic colorectal adenocarcinomas, including SW620, SB5 nuclear
expression is an indicator of high aggressiveness, a high degree of budding
and a high degree of dedifferentiation. MSI-positive CRC cells, including
HCT116, have higher levels of SB5 in the cytoplasm than in the nucleus
(Gurzu, Jung, 2021). Next, we evaluated the effects of 5-FU and OxaPt on
SB5 levels. These drugs increased its levels in HCT116 and HCT116/FU cells.
In HCT116/0OXA cells, SB5 levels increased only after 5-FU treatment. In
SW620 cells and their sublines, we detected SB5 not only in the cytoplasm
but also in the nucleus. The drugs had different effects on the levels of SB5 in
the cytoplasm and nucleus. 5-FU and OxaPt slightly, but significantly,
increased SB5 levels in the cytoplasm of SW620 and SW620/FU cells, while
in SW620/OXA cells it was only increased by higher doses of OxaPt. Thus,
exposure to 5-FU and OxaPt differentially altered SB5 expression in different
cell lines. This may be related to the p53 protein inducing SERPINB5 gene
expression (Lin et al., 2019), while the expression of the p53-encoding TP53
gene is induced by DNA damage caused by 5-FU and OxaPt exposure (Cho
et al., 2020, Yang et al., 2016). In HCT116 and HCT116/FU cells, TP53 is
wild-type, while in HCT116/OXA cells, TP53 has two mutations: Y236C in
the DNA-binding domain, and 1255T in the p53-aggregating region
(unpublished data). In SW620 cells, the TP53 gene also carries two mutations,
R273H in the DNA binding domain and P309S in the nuclear localization
sequence (NLS) (Ahmed et al., 2013). Mutations in the DNA-binding domain
result in reduced expression of p53-activated genes, including SB5. It has been
shown that gastric cancer cells having mutations in the DNA binding domain
of the TP53 have lower levels of SB5 than cells harbouring the wild type TP53
(Gurzu et al., 2020). In cells with a mutated TP53, the slightly increased
expression of SB5 after treatment with 5-FU or OxaPt may be due to other
signalling pathways (Wongnoppavich et al., 2017). The expression of SB5 in
the nucleus of SW620 cells and their sublines after 5-FU and OxaPt differed
between cell lines and was also dependent on the drug or its dose. SB5
translocation to the nucleus is activated by the EGF-EGFR signalling pathway
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(Longhi et al., 2021). Our studies showed that in HCT116 cells and their
sublines, the levels of EGF and EGFR transcripts (Fig. 5) and EGFR activity
(unpublished data) varied differently between cells, drug, and its dose. It can
be assumed that differential effects of the drugs on the induction of EGF and
EGFR expression or the signalling pathway may also lead to differences in the
amount of SB5 present in the nucleus.

We further evaluated changes in autophagy in HCT116 and SW620 cells
and their sublines (Table 5). The levels of the autophagosome maturation
proteins ATG7 and ATG12 differed between resistant sublines compared to
parental cell lines. ATG7 protein levels slightly but significantly increased in
HCT116/FU and HCT116/OXA cells (Kukcinavicitte, 2019) while levels of
ATG12 increased in HCT116/OXA cells. We did not detect any changes in
the levels of ATG7 and ATG12 in sublines of SW620 cells. ATG7 and ATG12
are involved in autophagosome formation. ATG7 activates ATG8 family
proteins (including LC3) and ATG12. This is important for the covalent
attachment of ATG8 family proteins to phosphatidylethanolamine (PE),
which is part of autophagic membranes (Nakatogawa, 2020). CRC tissues
have increased expression of ATG5, ATG7, ATG12 compared to healthy
tissue (H. Liuetal., 2022, Scherr et al., 2020). Autophagy has also been found
to be activated in other cancer cells with acquired resistance. ATG7 and
ATG12-ATGS5 conjugate levels were increased in paclitaxel-resistant cervical
cancer cells (Peng et al., 2014), ATG5 and ATG?7 levels were increased in
cisplatin-resistant lung cancer (W. Li et al., 2020) and osteosarcoma (Jiang et
al., 2017) cells. Breast cancer cells resistant to 5-FU, docetaxel or doxorubicin
showed an increase in ATG5 (C. K. Das et al., 2018), while vincristine-
resistant gastric cancer cells showed an increase in ATG12 levels (An et al.,
2015).

Next, we assessed the levels of the autophagy protein LC3B-I1I, which
correlates with the number of autophagosomes (Nakatogawa, 2020).
Compared to the parental lines, the number of autophagosomes varied
differently in resistant sublines. It increased in HCT116/FU and SW620/0OXA
cells but decreased in HCT116/OXA and SW620/FU. Other authors have
found increased levels of autophagosomes in CRC cell sublines resistant to
5-FU (Xian et al., 2020) or OxaPt (Huang et al., 2018) treatment. We also
assessed the intensity (flux) of autophagy by changes in LC3B-1I and p62
levels when lysosomal degradation is impaired. LC3B-II is incorporated into
autophagosome membranes and part of it is degraded in autolysosomes
(Klionsky et al., 2021) while p62 is an autophagy substrate that is degraded
by autophagy together with its cargo (Ueno, Komatsu, 2020). The autophagic
flux (by LC3B-Il) also differed between sublines. It decreased in
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HCT116/OXA cells but increased in SW620/FU and SW620/OXA sublines.
This shows that the intensity of degradation in autophagosomes remained
unchanged or slightly decreased in sublines derived from HCT116 cells, while
it increased in sublines derived from SW620 cells.

The level of the selective autophagy receptor p62 was increased in
HCT116/FU cells compared to the parental line, while SW620/OXA cells
showed an increase in autophagic flux based on the level of p62. This means
that the degradation rate in SW620/OXA cells is increased. Elevated levels of
p62 in CRC patients’ cancerous tissues compared to healthy tissue have been
found to be associated with a poor healing prognosis (Ren et al., 2014, J.
Zhang et al., 2019). According to other authors, the amount of p62 in resistant
cells depends on the type of cancer or resistance to a particular drug. In MDR
ovarian cancer cells and OxaPt-resistant CRC cells, p62 levels are reduced
and autophagic flux is increased (Sun et al., 2020, J. Wang et al., 2018). In
cisplatin-resistant gastric cancer cells, p62 levels are also reduced compared
to sensitive cells (Miao et al., 2021). Elevated levels of p62 are found in head
and neck cancer cells resistant to the anticancer drug RITA (Shin et al., 2017),
in OxaPt-resistant liver cancer cells (Ma et al., 2021), and in Hep-2 epithelial
cancer cells with triple resistance (Battista et al., 2018).

Table 5. Changes in autophagy protein levels in sublines compared to parental lines.

Protein HCT116/FU HCT116/0XA SW620/FU SW620/0XA
ATG7 T T

ATG12 - ™ - -
LC3B-II ¥ * N T
Fluxicss-u -* N ™ ™

p62 0 -

Fluxps2 - - - ™

Flux — autophagic flux was assessed by LC3-I1 or p62 levels in the presence or absence
of CQ. T — protein levels increase, |, — decrease, - — are not statistically significant.

In summary, HCT116/FU and HCT116/OXA cells differ in their
autophagy protein levels. In HCT116/FU cells, ATG7, LC3B-Il and p62
levels were increased, whereas in HCT116/OXA cells, ATG7 and ATG12
levels were increased, while LC3B-Il levels decreased. In these sublines
autophagic flux was slightly reduced or unchanged compared to the parental
line. This suggests that autophagosomes may be forming, but their
degradation is impaired. Although there was no change in ATG7 and ATG12
protein levels in resistant sublines of SW620 cells, these cells showed an
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increase in autophagic flux compared to sensitive cells, suggesting that
autophagy may play an important role in acquired resistance of these cell lines.

Next, we evaluated how exposure to 5-FU and OxaPt altered autophagy in
parental and resistant cells. We found that in HCT116, SW620 cells and their
sublines drugs affected autophagy differently (Table 6). In HCT116 cells,
5-FU and OxaPt reduced levels of ATG7, ATG12 and p62, as well as
autophagic flux (by LC3B-II). In HCT116/FU cells, both drugs also reduced
ATG7, ATG12 levels and autophagic flux (by LC3B-II), while p62 levels
were reduced by OxaPt. In HCT116/OXA cells, the effects of these drugs on
autophagy differed. 5-FU decreased ATG7, ATG12 levels and autophagic
flux (as measured by LC3B-II), while OxaPt increased ATG7 levels and
autophagic flux (based by LC3B-IlI and p62). The level of autophagy of
SW620 cells and their sublines was drug dependent. Interestingly, in these cell
lines, 5-FU and OxaPt decreased ATG7 levels but increased ATG12, and the
autophagic flux was drug dependent. In SW620 and SW620/FU cells, 5-FU
inhibited autophagic flux (by LC3B-Il), while OxaPt activated it. In
SW620/0XA cells, autophagic flux (by LC3B-1l and p62) was reduced by
both drugs.

Table 6. Changes in autophagy protein levels after exposure to 5-FU and OxaPt.

HCT116 HCT116/FU HCT116/0XA
Protein 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt
ATGT* NY N% N% N% Jo3 ™
ATG12 N N2 N2 N2 N2 -
LC3B-II* Jo1 Loz, Toos N% Joo3 0 To.o3, Loos
FluxLcss-n* N% N% N% N% NY MTo.os
p62 NE N% N% - -
Fluxsps2 - ™ - Moos
Protein SW620 SW620/FU SW620/0XA
ATG7 N N2 N2 N2 N2 N%
ATG12 0 MToos ™ Mo.os ™ To.os
LC3B-II ™ - ™ - -
Fluxccag-i N2 ™ N2 ™ N% Joos
p62 - - - Joos - -
Fluxpez - N% N%

* For comparison, data taken from E. Kukcinaviciaté, 2019

Flux — autophagic flux was assessed by LC3-11 or p62 protein levels in the presence
or absence of CQ. ™ —protein levels increase, | — decrease; - —are not statistically
significant. The numbers next to the arrows indicate the concentrations (in mM) at
which the change in protein levels were statistically significant.

The autophagy inhibitory effect of 5-FU was also detected in another CRC
cell line SNUCS5, and autophagic flux was reduced in the 5-FU resistant
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subline compared to the parental cell line (Yao et al., 2017). The effect of
OxaPt on autophagic flux was cell type and dose dependent. Activation of
autophagy by OxaPt in CRC cells has been associated with resistance (Sun et
al., 2020), but there is also evidence that OxaPt may have a negative effect on
autophagy in this type of cancer cells (Boo et al., 2022). Differences in the
expression of molecules involved in autophagosome biogenesis could be due
to molecular changes in the cells, differences in the mechanism of action of
the drugs, and complex regulation of the expression of these molecules. In
non-small cell lung carcinoma cells, cisplatin has also been shown to
downregulate the levels of ATG5, ATG7 and Beclin-1 proteins and the levels
of the transcript encoding the transcription factor MiTF, which regulates
autophagy protein expression (W. Li et al., 2020). It is known that the
expression of ATG7 and ATG12 can be regulated at transcriptional and
posttranscriptional levels. For example, ATG7 expression in carboplatin
treated breast cancer cells is regulated by the transcription factor HSF1 (Desai
et al., 2013). ATG12 expression in ovarian carcinoma cells depends on the
transcription factor NRF2 (Bao et al., 2014), while in pancreatic cancer cells
it is dependent on the mRNA splicing protein PTBP3, which is responsible for
gemcitabine resistance (Ma et al., 2020). The expression of ATG7 and ATG12
may also be regulated by miRNAs, and some miRNAs are associated with
resistance to chemotherapeutic drugs. In HCT116 and SW620 cells, ATG7 is
downregulated by miR-106a (Hao et al., 2017), and in hepatocellular
carcinoma cells by miR-199a-5p (Xu et al., 2012). In gastric cancer cells,
ATG12 is the target of miR-23b-3p (An et al., 2015), in docetaxel-sensitive
and resistant lung adenocarcinoma cells it is the target of miR-200b (Pan et
al., 2015), and in dexamethasone-resistant multiple myeloma cells it is the
target of miR-221/222 (Xu et al., 2019).

The effects of drugs on p62 levels varied depending on the cell line. 5-FU
and OxaPt reduced p62 levels in HCT116 cells, while in SW620 cells were
unchanged. These drugs also reduced its levels in DLD1 cells (Zitkute et al.,
2023), which, like the HCT116 line, have MSI and CIMP and harbour
mutations in the KRAS and PIK3CA genes (Ahmed et al., 2013). These results
are consistent with other studies in which 5-FU and OxaPt reduced p62 levels
in CRC cells (He et al., 2020, B. Kumar et al., 2021). In this work, we assessed
that OxaPt reduced p62 levels in HCT116/FU cells, which have low resistance
to this drug, and SW620/FU subline, which has not acquired resistance to
OxaPt. In DLD1/FU cells, which are sensitive to OxaPt, this drug also reduced
p62 levels (Zitkute et al., 2023). Thus, p62 levels did not change in sublines
with resistance to a particular drug. This indicates that the decrease in p62
levels is associated with sensitivity to the drug.
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Several studies have shown that pharmacological or genetic inhibition of
autophagy increases the sensitivity of cells to chemotherapeutic drugs
(Zamame Ramirez et al., 2021) therefore, in this study we determined the role
of autophagy in resistance in HCT116 cells and their sublines. We assessed
this by reducing the levels of the autophagy molecules ATG5, ATG7, ATG12
and p62 and measuring cell viability by two methods: staining cells with
crystal violet (CV) and measuring mitochondrial oxidoreductase activity by
MTT (hereafter metabolic activity). Since OxaPt increased the intensity of
autophagy in some cases (5-FU decreased it), we investigated the role of
autophagy in OxaPt resistance by reducing the levels of the ATG5, ATG7 and
ATG12. We found that silencing of ATG5 expression reduced the viability of
untreated HCT116/FU cells and silencing of ATG7 expression decreased the
viability of untreated HCT116 and HCT116/OXA cells. ATG5 is currently
known to be important for survival and resistance in cisplatin resistant lung
cancer cells (W. Li et al., 2020) and breast cancer cells which are epirubicin
(Chittaranjan et al., 2014) or doxorubicin resistant (C. K. Das et al., 2018).
Also it has been shown that reducing ATG7 levels significantly reduces the
viability of epirubicin resistant breast cancer cells (Chittaranjan et al., 2014),
paclitaxel resistant cervical cancer (Peng et al., 2014) and 5-FU resistant CRC
cells (Li et al., 2010). We also found that silencing of ATG12 expression
reduced the viability of untreated HCT116 cells and their sublines and
increased the sensitivity of HCT116 and HCT116/FU cells to OxaPt.
Similarly, to CV, silencing of ATG12 expression decreased the metabolic
activity of HCT116 and HCT116/FU cells. Other researchers have shown that
ATGI12 is also important for drug resistance in other cancer types, including
lung cancer cells resistant to docetaxel (Pan et al., 2015), and gastric cancer
cells resistant to 5-FU, vincristine and cisplatin (An et al., 2015).

Silencing of p62 expression reduced the number of cells adhering to the
growth surface (CV) but increased the metabolic activity of resistant sublines
(MTT). MTT is known to be reduced in cells by oxidoreductases,
dehydrogenases, and electron donors (mostly NAD(P)H) (Ghasemi et al.,
2021). These results suggest that in resistant sublines, p62 is important in
regulating the balance of oxidation-reduction reactions, and that silencing of
its expression reduces cell number but increases redox activity. Thus, in
resistant sublines, p62 promotes cell survival but inhibits redox activity,
whereas in sensitive cells it promotes survival. These data show that there is
an altered metabolism in resistant sublines compared to parental line. Other
studies have identified metabolic reprogramming as one of the hallmarks of
resistance to chemotherapeutic drugs (Chen et al., 2020).
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The importance of p62 for cell viability prompted us to analyse which
molecular mechanisms regulating cell survival via p62 could be relevant for
5-FU and OxaPt-induced resistance. After silencing of p62 expression, we
assessed the amount of RIPK1 which directly interacts with p62. It is known
that RIPK1 can be activated by a variety of signals induced by stressors or by
activation of immune receptors TLR or TNFR. These signalling pathways
regulate the expression of survival, cell death and inflammatory genes
(Newton, 2020). RIPK1 can act in two ways — as a structural component to
protect from cell death, or as a kinase, which, in contrast, induces death
(Delanghe et al., 2020). RIPK1 as a structural component can activate NF-xB
or MAPK signalling pathways, the activation of which leads to the expression
of various inflammatory and survival-promoting genes. RIPK1 as a structural
component may also protect the cell from apoptosis or necroptosis. However,
RIPK1, acting as a kinase, can initiate apoptosis or necroptosis depending on
the conditions (Delanghe et al., 2020, Newton, 2020). Silencing of p62
expression reduced RIPK1 levels in control, 5-FU and OxaPt-treated HCT116
cells and their sublines. Interestingly, the drugs decreased RIPK1 levels in
HCT116 and HCT116/FU cells but increased it in HCT116/OXA cells. This
suggests that RIPK1 has different functions in the resistant sublines. It is
known that RIPK1 can interact with RIPK3 and induce its auto and trans-
phosphorylation (Karlowitz, van Wijk, 2023), and activated RIPK3 can
induce necroptosis or apoptosis (Tummers, Green, 2022), although inhibition
of RIPK3 with GSK843 in our cells did not alter the cellular response to
exposure to 5-FU or OxaPt. Next, we evaluated the effects of silencing of p62
expression on the levels of phosphorylated RIPK3 (Ser227) (pRIPK3) which
is important for necroptosis. pRIPK3 levels decreased after silencing of p62
expression in HCT116/FU cells after 5-FU treatment and in HCT116/0XA
cells after OxaPt treatment. RIPK1 may be associated not only with
necroptosis but also with cell survival. It has been shown that DNA damage
in CRC cells leads to ubiquitylation of RIPK1, which activates the NF-xB
signalling pathway and results in cancer cell survival and proliferation (Sheng
et al., 2017). Studies have shown that upregulation of RIPK1 and RIPK3
expression can promote CRC cell proliferation, survival, and cytokine
expression (Z. Y. Liu et al., 2019, Zeng et al., 2018). There is also evidence
that RIPK1 and RIPK3 levels are reduced in CRC cells compared to healthy
tissue, leading to further development of CRC (Bozec et al., 2016, Moriwaki
et al., 2015). There is currently no knowledge of the impact of RIPK1 and
RIPK3 on CRC cell resistance, but it is known that a decrease in RIPK3 leads
to cisplatin resistance in laryngeal squamous cell carcinoma cells (Sun et al.,
2018). We also evaluated the role of p62 in caspase-3 activity and apoptosis.
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Silencing of p62 expression reduced caspase-3 activity in HCT116 and
HCT116/FU cells and did not change the number of dead cells. This was
consistent with results obtained by other researchers, where caspase-3, 8 and
9 activities decreased after silencing of p62 expression (Huang et al., 2011,
Huang et al., 2013).

Since p62 downregulation did not induce cell death, it remains unclear why
cell viability decreased after silencing of p62 expression. This prompted us to
evaluate the effect of p62 on the levels of pro-survival cytokines. In this work,
we found that silencing of p62 expression decreased the levels of CXCL8
transcript and the IL8 protein it codes. The expression of the CXCL8 gene is
known to be regulated by NF-xB (Park, Hong, 2016). Studies have shown that
p62 can activate, either directly through its TB domain or via RIPK1 NF-xB
signalling pathway and thereby induce CXCL8 gene expression (Kumar et al.,
2022).

Thus, based on our data, we can assume that 5-FU-induced resistance,
compared to OxaPt, increases the expression of a higher proportion of
cytokine transcripts levels. Serpin B5 levels increases in the resistant sublines
of CRC cells and 5-FU or OxaPt treatment increases its levels in parental cells
and sublines derived from cultivating with 5-FU. We found that the levels of
ATG7 and ATG12 proteins and the intensity of autophagy in CRC cells and
their resistant sublines after treatment with 5-FU or OxaPt are cell line
dependent. In addition, ATG12 is important for the survival of HCT116 cells
and their resistant sublines and for the resistance of HCT116 and HCT116/FU
cells to OxaPt. The p62 protein levels are upregulated in HCT116/FU cells.
p62 is important for the survival and resistance to 5-FU and OxaPt of HCT116
cells and their sublines, as it promotes cytokine expression.
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CONCLUSIONS

HCT116/FU cells have higher levels of cytokine transcripts than
HCT116/0OXA, whereas 5-FU and OxaPt increase cytokine transcript
levels in cells not adapted to drug treatment;

Serpin B5 levels are increased in resistant CRC cells, while 5-FU and
OxaPt increase its levels in HCT116, SW620 cells and their sublines
derived with 5-FU;

ATG12 levels are increased in HCT116/OXA cells, whereas 5-FU and
OxaPt treatment decreases its levels in HCT116 cells and their sublines but
increases in SW620 in cells and their sublines;

ATG12 is important for the survival of HCT116 cells and their sublines
and silencing of its expression increases the sensitivity of HCT116 and
HCT116/FU cells to OxaPt;

p62 levels increase in HCT116/FU cells, and the decrease in its levels after
exposure to 5-FU and OxaPt correlates with drug sensitivity in colorectal
cancer cells and their sublines;

p62 regulates IL8 expression and promotes survival and resistance to
5-FU and OxaPt of HCT116 cells and their sublines.
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PRIEDAI

1 priedas. Autofagijos slopinimo budai, padidinantys chemoterapiniams
vaistams atspariy lasteliy jautruma vaistams.

LC3

ATG10
ATG ATG4
¥ Lca-i

BE Lizosoma
X ATG3 ;

/ [9'3" ATG16 -
WO w LC3-lI Chlorokvinas
Bafilomicinas A

ATG101

y

Sp{‘iL;hﬂ‘dS-'l
S
> 20 . (22 — (=
& @Jﬂ -y
@ &
Fagoforas Autofagosoma Autolizosoma
— = |Autofagosomos Susiliejimas su -
Iniciacija/Elongacija —» | susidarymas autofagosoma — Degradacija

1 pr.1pav. Autofagijos slopinimas, maZinantis vaistams atspariy véZiniy lasteliy
gyvybingumg. Raudonai pazyméti 1.3 lenteléje paminéti autofagijos inhibitoriai ir
baltymai. WO — vortmaninas, 3-MA — 3-metiladeninas, PE — fosfatidiletanolaminas; PI3P —
fosfatidilinozitolio 3-fosfatas. Parengta pagal S. M. Lim etal., 2021 ir H. Wang et al., 2021.
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2 priedas. kPGR naudoty pradmeny sarasas su sekomis.

2 pr. 1 lentelé. kPGR naudoty pradmeny sarasas ir sekos.

Genas Tiesioginis (5¢ — 3¢) Atvirkstinis (5¢ — 3¢)
HPRT tggcgtcgtgattagtgaty accctttccaaatcctcage
TBP tgtaccgcagctgcaaaat ggattatattcggcgtttcg
ATG3 gccgttaaagagatcacactgg gggtagcctcatctgtttccaa
ATG5 gagtaggtttggctttggttga cacacatctcgaagcacatct
ATG7 ctgtggttgccggaagtty ccagcagagtcaccattgtagt
ATG12 tagagcgaacacgaaccatc catcactgccaaaacactcatag
SQSTM1 tgaaacacggacacttcgg atcaacttcaatgcccagagg
SE1 cctcaggaagcccctagaga tggagaggctcttggtctgaa
SE2 acggcgtaaatggagttggt ggagacgatggccttgttga
SB1 cggcctgtcggttttcac tctcactcaacgccaggaac
SB5 gcctccacatccaggtcttt catccattgcgggcectgg
IL1A agcatggtggtagtagcaacc tctcaggcatctccttcage
IL1B tgaagtgctccttccaggac gaaccagcatcttcctcage
IL6 agccctgagaaaggagacat tttcagccatctttggaagg

IL7 cgatcaattattggacagcatgaa cgagcagcacggaataaaa
IL8 gaaggtgcagttttgccaag ggtccactctcaatcactctcag
IL10 tgcctttaataagctccaagaga tgtcaaactcactcatggcttt
IL12A gacctctttcataactaatgggagt ~ ctaaggcacagggccatcat
IL12B cagggacatcatcaaacctg agggtactcccagctgacct
IL13 accagaaggctccgctct tgcacagtacatgccagct
IL18 ctttaaggaaatgaatcctcctg aaggtctctctctttttcacaagc
1L32 agagctggaggacgacttca tcataataagccgcecactgtc
CCL25 gcaatcaatgccccagtcac cttgaagatcacagcttctttggg
CXCL1 tgctgaacagtgacaaatcca ttctcctaagcgatgctcaaa
CXCL3 aagatactgaacaaggggagcac ttttcagctctggtaagggca
CXCL4 caactgatagccacgctgaa agcaaatgcacacacgtagg
CXCL5 tgtttacagaccacgcaagg ggaggctaccacttccacct
CXCL10 tacgctgtacctgcatcagc ttgtagcaatgatctcaacacg
CXCL11 tgacaaaatagaagtgattattaccc tgctcttttccaggacttca
TNF ccaggcagtcagatcatcttc cagcttgagggtttgctaca
EGF tgcatgcaactgtgttgtty cagttcccaccacttcaggt
IL1IR1 ttgcgtggtaagaaattcatctt ccatataagggcacacaagtcc
IL6R cacttgctggtggatgttcc ggaccccactcacaaacaac
CCR9 cctccacagagcaggcttg ggcctggaggagatgtgaag
CXCR1 ccggtgcttcagttagatca ggcatgccagtgaaatttaga
CXCR2 agcgacccagtcaggattta tcttcaaagctgtcactctcca
CXCR4  gcagcaggtagcaaagtgac gaagtgtatatactgatcccctcca
EGFR ggaaaagaaagtttgccaagg acataaccagccacctcctg
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3 priedas. Citokiny transkripty raiSka HCT116 lgstelése ir jy sublinijose.

3 pr. 1 lentelé. Citokiny transkripty kiekio poky¢iai HCT116/FU ir HCT116/OXA lastelése

HCT116/FU HCT116/0XA

Citokinai HPRT TBP Pokytis HPRT TBP Pokytis
IL1A 104 +2 82+23 1 12+08 09+05 -
IL1B 22+12 18+08 - 1,1+0,2 08+0,1 -
IL6 28+11 23+06 1 5,6+0,9 4+06 i
IL7 1,3+02 1,1+0.2 - 0,1+0 0,2+0,1 !
1L10 06+03 05+0,3 - 14+04 19+06 -
IL12A 3,705 3,2+05 1 1,1+0,7 08+04 -
1L12B 16+04 13+0,3 - 26+08 19+05 -
IL13 16+04 14+0.2 - 1,9+05 1,4+03 -
_ 1L18 06+0 0,5+0,1 - 1,1+01 08+0,1 -
é 1L32 83+17 65=+17 1 1,8+0,2 13+0,2 -
2 ccL2s 21+15 1,7+09 - 08+0,2 06+0,1 -
© CXCL1 23+02 18=+0,1 - 22+03 3,1+05 1
CXCL3 29+0,7 25+05 i 21+04 15+0,2 -
CXCL4 29+17 23+11 1 1,2+0,7 08+05 -
CXCL5 4427 32+1,8 1 1,1+04 08+0,2 -
CXCL8 143+29 116+0,2 i 16+0,7 12+05 -
CXCL10 23+1 2+0,8 i 1,3+0,2 09+0 -
CXCL11 23+08 15+0,3 - 41+02 34+04 1
EGF 48+14 36+1.2 i 15+04 19+1 -
TNF 51+26 42+2.2 i 13+0,1 18+0,1 -
IL1IR1 16+03 12+05 - 1,2+0,1 1+0,1 -
IL6R 15+02 11+04 - 1,2+0,2 1+0,1 -
% CCR9  17+06 13408 - 1,707 14+08 -
‘é CXCR1 5+05 3,714 1 14+3 114+14 1
é CXCR2 56425 3813 1 04+03 03+03 !
CXCR4 05+0,2 04+0,2 ! 29+1 2,3+0,6 1

EGFR 11+02 09+0,2 18+05 22+1

Pateikta: vidurkis = SD, n = 3. 1 — transkripto kiekis padidéjo; | — sumaZz&jo; - — nepasikeite,
lyginant su HCT116 lastelémis.
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3 pr. 2 lentelé. Citokiny transkripty kiekio poky¢iai po 5-FU ir OxaPt poveikio

5-FU konc. mM OxaPt konc. mM
Citokinai 0,1 0,3 Pokytis 0,03 0,06 Pokytis
IL1A 64+0 110, 1 34+0 8,6+0,1 1
IL6 13402 23403 T3 3+04  9,1+09 1
o | 132 22202 380, 1 22+0,1 4+02 1
T | CXCL8 54+04 174+06 1 270  9,8+08 1
'g EGF  1,6+0,1 2,1+0,1 to3 0,50  04+0 !
CXCR1 132+08 195+1 1 11£09 17,128 1
CXCR2 23,6+0,7 294+19 1 15,1+0,6 7,4+03 1
EGFR 24402 1,6+0,1 fo1 3,1+0,1 1+0 loos
ILIA 1,9+0,1 1,940, - 23+0,1 34+03 1
IL6 29+08 45+08 1 75+14 16,7 +44 1
D 182 1,6£02 140, - 1,9+0,1 1,7+02 -
S | CXCL8 1,7+0,1 1,5+0,1 - 28+0,1 6,6+03 1
E| EGF  1,6+01 1,140, - 09+0  0,6+0 -
@ | CXCRL 2403 24204 1 74+17 114+16 1
CXCR2 28403 25402 1 46+14  1,6+0 T0.08
EGFR 0,8+0 09+0 - 2+0 1,2+0 10,03
ILIA  33+02 48402 1 09+01 1,740 -
IL6 130 2402 To3 0,7+02 1,1+03 -
S ows2  1x01 14202 ; 08+0,1 1,1+0,1 -
Q| cxcLs  55+03 9,103 1 LI£0 180 -
E EGF  1,8+03 23+04 T03 09+0,1 06+0 -
O | CXCRL 109+08 189+0.5 1 22404 3,7+03 1
CXCR2 1,4+0,1 24+02 To3 0,5+0,1 03+0 !
EGFR  08+02 0,7+02 - 1402 0840, -

Pateikta techniniy pakartojimy vidurkis + SD; n = 3. 1 — transkripto kiekis padidéjo; | —
sumaz¢jo; - — nepasikeité, lyginant su vaistais neveiktomis lgstelémis.
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4 priedas. Serpiny raiska HCT116 ir SW620 Igstelése ir jy sublinijose.

4 pr. 1 lentelé. Serpiny transkripty raiskos poky¢iai po 5-FU ir OxaPt poveikio

Serpinas 5-FU konc. mM OxaPt konc. mM
HCT116 0,1 0,3 Pokytis 0,03 0,06 Pokytis
SB1 1,5+0 1,5+0 - 1240  0,9+0,2 -
SB2 9,9+0,9 11,9+1.,8 1 96+3 93+138 1
SE1 9,5+0,1 11,8+0,5 ) 7,8+£0,8 7,8+0,1 1
SE2 1,9+0,2 22+0 To,3 1,4+0,1 09+0 -
HCT116/FU 0,1 0,3 Pokytis 0,03 0,06 Pokytis
SB1 12403 1,4+02 - 1,2+0  L1+0.2 -
SB2 2,708 3,7+12 1 6,112 59=+15 i
SE1 3+£1,1 3241 1 55+0,6 83+26 i
SE2 1+0,1 1,1 £0,2 - 1,L1+0,1  0,7+0 -
HCT116/0XA 0,1 0,3 Pokytis 0,03 0,06 Pokytis
SB1 1,7+0 2+0,4 103 1+0,1 1,2+0,2 -
SB2 24+0,2 32404 1 14404 1,7+04 -
SE1 3+0,6 4+£0,3 1 1,2+0 1,9+0,3 -
SE2 1,1+02 1,4+02 - 1+0,1 1+0,1 -
SW620 0,3 1 Pokytis 0,03 0,06 Pokytis
SB1 1+0,2 1,1+£0,3 - 1+0,1 0,9+0,1 -
SB2 2,8+02 23402 1 2+0,1  52+0,3 1
SE1 23402 2+0.2 1 22+02 3,1+03 1
SE2 2440 2,1+0 1 1,7+0 0,8+0 -
SW620/FU 0,3 4 Pokytis 0,03 0,06 Pokytis
SB1 0,8+0 0,8+0 - 0,6+0 04+0 lo,06
SB2 43+£05 3,1£04 1 3,5£05 72+1,1 1
SE1 22+03 22+0,3 1 1,6+02 1,8+03 -
SE2 1,9+0,2 0,7+0,1 - 0,9+0,1 0,4+0,1 10,06
SW620/0XA 0,3 1 Pokytis 0,03 0,06 Pokytis
SB1 1,7+0,9 2+0,9 I 1+£08 1,2+0,6 -
SB2 3,1+£0,6 2,4+0,5 1 41+08 42+09 1
SE1 1,8+0,1 1,6+0,1 - 1,740  1,7+0,1 -
SE2 24+0,1 22402 1 0,8+0 0,4+0 Loos

Pateikta: vidurkis = SD; n = 3. 1 — transkripto kiekis padidéjo; | — sumaZz&jo; - — nepasikeité,
lyginant su vaistais neveiktomis lastelémis.

A B
HCT116 HCT116/FU__ HCT116/0XA SW620 SW620/FU  SW620/0XA
VL C B VLC B VL C B VL C B VLC B VL C B
Serpinas 35:|.._ - e - .—"|42 KDa  Serpinas 35:] ~ -—— - == -|42 «Da

u-tubu\inasl— - —— - — |52 kDa a-tubulinas[- - - — — — |52 kDa

4 pr.1 pav. SBS pasiskirstymas HCT116 (A) ir SW620 (B) lasteliy ir ju sublinijy
citoplazmoje ir branduoliuose. Lasteliy frakcijy atskyrimas REAP metodu atliktas pra¢jus
96 val. po lasteliy uzséjimo. VL — visas lizatas, C — citoplazmos ir B — branduolio frakcijos.
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5 priedas. Autofagijos reikémé CRC Iasteliy atsparumui.
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5 pr. 1 pav. ATG3 (3), ATG5 (5), ATG7 (7), ATG12 (12) transkripty kiekis HCT116 (A-
B) ir SW620 (C-D) Igstelése bei ju sublinijose po 5-FU ar OxaPt poveikio. kPGR atlikta
24 val. po poveikio. Kiekis normalizuotas pagal TBP atskaitos gena. Poky¢iai skai¢iuoti nuo
kontroliniy lasteliy (iStisiné linija). Punktyrinés linijos zymi biologiskai reik§minga kiekio

pokytj. Pateikta vidurkis + SD, n> 3.

A = HCT116
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S0 ? Q e e
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a 20
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& R S B B R
SRNR:NK 5 7 12NK 5 7 12NK 5 7 12
B C
HCT116/FU HCT116/0XA
X 120 Kontrolé 0,03 mM 0,06 mM £ 120 Kontrolé 0,03 mM 0,06 mM
g 100 iiii £ 100 jii? @éé
£ E = =s0=5
3 80 o o El oo S 80
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=) —_
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% 20 2 20
O]

T T T T 1T T T T T T
sRNR:NK 5 7 12NK 5 7 12NK 5 7 12

T T T T 1T T T T T T
sRNR:NK 5 7 12NK 5 7 12NK 5 7 12

5 pr. 2 pav. Autofagijos reik§mé OxaPt atsparumui HCT116 (A), HCT116/FU (B) ir
HCT116/0XA (C) lasteléese. MTT matuotas 72 val. po transfekcijos (48 val. po OxaPt
poveikio). NK — Zmogaus transkriptams nespecifiniy siRNR misinys, 5 — ATG5, 7 - ATG7,
12 — ATG12 transkriptams specifinés siRNR. Pateikta: virSutiné ir apatiné paklaidy riba,
atitinkamai, 90-tas ir 10-tas procentilis, dézuté — IQR, linija — mediana; n>3. ° nurodo
statistiSkai reik§mingg skirtumg tarp NK ir specifinémis siRNR veikty lasteliy. °/°°, kai

p <0,05/0,01.
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6 priedas. p62 raiSka ir funkcijos HCT116 lIgstelése ir jy sublinijose.

A B C
T 30 5-FU konc.: ‘g OxaPt konc.:
T 3,0 5,0 ] [ Joimm g 3.0 1 [ ]0.03mm
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6 pr. 1 pav. SQSTML1 transkripto kiekis HCT116 lastelése ir jy sublinijose (A) bei po 5-
FU (B) ir OxaPt (C) poveikio. KPGR atlikta pra¢jus 24 val. po vaisty poveikio. Kiekis
normalizuotas pagal TBP atskaitos geng. Poky¢iai skai¢iuoti nuo vaistais neveikty lasteliy
(istisin¢ linija). Punktyriné linija Zymi biologiSkai reikS8minga kiekio pokytj Pateikta
vidurkis + SD, n > 3.

cco [HEER NK
[ 1p62

M g
o> «x\/b\ \,6\0*
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6 pr. 2 pav. p62 reik§mé 5-FU ir OxaPt atsparumui HCT116 lastelése ir ju sublinijose.
Lastelés skaiCiuotos hemacitometru praéjus 72 val. po transfekcijos. NK — Zzmogaus
transkriptams nespecifiniy siRNR misinys; p62 — SQSTM1 transkriptui specifiné siRNR.
Pateikta vidurkiai + SD, n> 3. ° nurodo statistiskai reik§minga skirtumg tarp NK ir p62
siRNR veikty lgsteliy. °°/°°°, kai p < 0,01/0,001.
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6 pr. 3 pav. p62 ir Zities baltymuy tarpusavio saveiky tinklas (PPI). Pagrindiniais
mazgais parinkti p62 (SQSTM1) ir baltymai, dalyvaujantys apoptozéje bei nekroptozéje. Ju
dydziai yra tiesiogiai proporcingi saveiky skai¢iui. Linijy spalvos atitinka pagrindiniy mazgy
spalvas ir nurodo jy sgveikas su kitais baltymais. Juodos linijos nurodo tiesiogines sgveikas

PRKAB2

tarp pagrindiniy mazgy.

HE CQ- [ ] CQ+

HCT116/FU g 35 HCT116/FU
0,7 mM 0,06 mM $30

0mMm 5-FU OxaPt ’

siRNR NK p62 NK p62 NK p62 =Y

B-aktinas | - =|42 kDa

NK p62 NK  p62 _NK p62

0omM 0,1 mM 5-FU 0,06 mM OxaPt

6 pr. 4 pav. Autofagijos srautas po p62 raiskos tildymo HCT116/FU lastelése. Baltymy
kiekis vertintas pragjus 72 val. po transfekcijos (48 val. po 0,1 mM 5-FU ar 0,06 mM OxaPt
poveikio). Autofagijos srautui nustatyti lastelés prie§ surinkimg inkubuotos 4 val. su
30 uM CQ. NK — Zmogaus transkriptams nespecifiniy siRNR misinys; p62 — SQSTM1
transkriptui specifiné siRNR. Pateikta vidurkis + SD, n = 3. °, nurodo statistiskai reik§minga
skirtuma tarp méginiy, inkubuoty su (+) ir be (-) CQ. °°, kai p <0,01.
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HCT116 HCT116/FU HCT116/0XA

Lasteliy kiekis, %

sRNR NK p62 NKp62 NK p62 NK p62 NKp62 NK p62 NK p62 NKp62 NK p62
Kontrolé¢ 0,1 mM 0,06 mM Kontrolé 0,1 mM 0,06 mM Kontrolé 0,1 mM 0,06 mM
5-FU OxaPt 5-FU OxaPt 5-FU OxaPt

[ 1P [ Pi+AneksinasV [ AneksnasV [ Gyvoslastelés

HCT116 HCT116/FU HCT116/0XA
0 5-FU  OxaPt 0 5-FU OxaPt 0 5-FU  OxaPt
siRNR NK p62 NK p62 NK p62 NK p62 NK p62 NK p62 NK p62 NK p62 NK p62

BAX/BCL2 1 09 08 0708 06 1 1 130912 07 1 1 0908 0908
BAX B

o g— o
BCLZ | e e i (—— — —— |-"--—---—--—-23k|33

B-aktinas |-_---— —-I |‘-—'—'_—"—'I I'——----— |42 kDa

6 pr. 5 pav. p62 raiSkos tildymo jtaka apoptozei HCT116 lastelése ir ju sublinijose.
Apoptoziniy lasteliy frakcijos nustatytos lasteles dazant propidzio jodidu (PI) ir aneksinu V
(A) bei BAX ir BCL2 baltymy kiekis nustatyti pra¢jus 72 val. po transfekcijos (48 val. po
0,1 mM 5-FU ar 0,06 mM OxaPt poveikio). NK — Zmogaus transkriptams nespecifiniy
siRNR misinys; p62 — SQSTM1 transkriptui specifiné siRNR. Pateikta vidurkis + SD, n = 3.
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BioQuant, Heidelbergo universitetas, Heidelbergas, VVokietija, 2017-2018.
PEDAGOGINE VEIKLA

1. Laboratoriniy darby ,,Molekulinés biologijos laboratoriniai darbai”
vedimas molekulinés biologijos bakalauro studijy studentams, 2022-iki dabar.
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3. ,,CRISPR-Cas13  technologijos taikymas tiriant atsparumg
chemoterapiniams vaistams*. Vilniaus universiteto mokslo skatinimo fondas,
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PADEKA

Yra tiek daug zmoniy, kuriems noréc¢iau padékoti uz pagalba, patarimus,
palaikyma, iSklausima ar tiesiog buvima $alia, kai to reikéjo, bet ¢ia paminésiu
labiausiai prisidéjusius prie $io darbo atsiradimo.

Pirmiausia noréciau padékoti prof. dr. Vidai Kirvelienei uz jdomias
paskaitas, kurios ir paskatino pradéti moksling kelione po lastelés pasaulj, bei
uz suteikta galimybe prisijungti prie Lastelés biochemijos grupés. Be galo esu
dékinga darbo vadovei doc. dr. Ausrai Sasnauskienei, su kuria kartu tiriame
lastelés pasaulj jau dvylika mety. Acit uz pagalba ruoSiant disertacija,
mokyma, kantrybe, palaikyma, supratinguma ir Siltus pokalbius. Kiekvienam
doktorantui noréciau palinkéti turéti tokig vadove kaip Ausra!

Taip pat noréciau padékoti prof. dr. Vytautei Starkuvienei-Erfle uz suteikta
galimybe tobuléti, pagalbg ir Silta priémima stazuotés metu. Also, [ would like
to thank to my colleagues from BioQuant Juergen Beneke, dr. Ruben
Bulkescher and Nina Beil for help and enjoyable time.

Aciu BTI Imunologijos ir 13stelés biologijos skyriaus kolegoms uz leidima
naudotis spektrofotometru ir jaukig kaimyniska nuotaika darbe. Acia
kolegoms i§ BChl Bandomyjy gyviiny laboratorijos uz BCL2 antikiing ir uz
Siltg bendravima.

NuoSirdus aéiti uz patarimus, pagalbg ir palaikymg doc. dr. Violetai
Jonusienei ir dr. Neringai Daugelavi¢ienei. Kolegéms Gundai Petraitytei,
Vidai Piskarskienei ir Ramutei Pagalytei dékoju uz isklausyma ir palaikyma.
Esu dékinga draugams dr. Eglei Kukcinaviciiitei ir Andriui Jasinevi¢iui uz
pagalbg darbuose ir iSklausymg. A¢iti mano studentéms Justei Navickaitei,
Bernadetai Aleksandravicititei ir Guodai Vaitiekaitei. Jiisy rankos nemazai
prisidéjo prie $ios disertacijos.

Noréciau padéekoti draugams, be kuriy man biity buve sunku jveikti §j
,Everesta®. First, thank you dr. Manuela Nickl and dr. Julia Fakhiri for all
pleasant memories. Without you staying in Heidelberg would not be so joyful.
Uz didziulj palaikyma net biinant toli acit dr. Gintvilei Valin¢iiitei, dr. Elenai
Purlytei ir dr. Kotrynai Simutis. Uz motyvacinius pokalbius ir pagalbg
redaguojant disertacijos teksta acii Algirdui MikSiui ir dr. Renatui
Krasauskui. Uz lietuviy kalbos Zinias ir patarimus acit Birutei Grasytei-Black.

Labai dZiaugiuosi, kad Siame kelyje turéjau drauge, su kuria galéjome
kartu koja kojon judéti link finiSo tiesiosios. Aciti dr. Gretai Leonavicienel,
kad 8ig kelione jveikéme Kartu.

Be galo esu dékinga draugei Vitalijai Paukstei uz palaikyma, iSklausyma,
motyvacijos kélimg, buvimg Salia litidniausiais ir linksmiausiais Sios
,.kelionés* momentais.
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Nuosirdus adiii tévams uz suteiktg galimybe mokytis, o ypa¢ mamai
Virginijai uz palaikyma ir isklausyma. Broliams Zigmantui ir Eimantui
noréciau padékoti uz jkvépima mokytis gamtos moksly ir pagalba judant
mokslo keliu. Sesei dr. Linai acit uz palaikyma, isklausymg ir uz tai, kad
skatino pabaigti. Taip pat dékoju broliy ir sesés Seimoms uz palaikyma ir uz
neleidimg pamir$ti, jog reikia atrasti laiko ir maziausiems misy Seimos
nariams, kurie man buvo lyg mazos saulytés tarp nitiriy darbo debesy.
Noréciau padékoti ir vyro tévams bei brolio $eimai, Kurie taip pat mane
palaiké Siame kelyje.

Labiausiai noréciau padékoti mano didziausiam gyvenimo ramsciui ir
palaikytojui — vyrui Kristupui. A¢it, kad kentei, palaikei, iSklausei, visada
buvai Salia ir skatinai judéti tik j prieki! Be taves §is laikotarpis buty buves
neapsakomai sunkesnis. Taip pat a¢ii demotyvatoriui Suniui Appui, kuris
blaské ir tuo pacdiu dZiugino mane bei verté atsitraukti nuo ekrano.

Ir pabaigai. Kai kurie draugai saké, kad as esu jkvépimas jiems, bet i$ tikro,
jie buvo jkvépimas man, nes skatino judéti tik j priekj ir jy nenuvilti. Acit!
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