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SANTRUMPOS 

5-FU 5-fluoruracilas 

CIMP CpG salų metilinimo fenotipas 

CIN Chromosomų nestabilumas 

CRC Kolorektalinis vėžys 

CQ Chlorokvinas 

CMS Sutartinis molekulinis potipis  

CTT Citotoksiškumas, žuvusių ląstelių kiekis procentais 

ECM Tarpląstelinis užpildas 

ET Endoplazminis tinklas 

FC Tėkmės citometrija 

HC Ląstelių skaičiavimas hemacitometru 

IC50 Vaisto koncentracija, nužudanti 50 % ląstelių 

IQR Tarpkvartilinis plotis, žymi 25-tą ir 75-tą procentilius 

kPGR Kiekybinė PGR 

KV Ląstelių gyvybingumo vertinimas kristaliniu violetiniu 

LC3B-I Citoplazminė LC3B forma 

LC3B-II Prie autofagosomų membranų prijungta lipidinė LC3B 

forma  

MDR Daugybinis atsparumas vaistams 

MSI/MSS Mikrosatelitų nestabilumas/stabilumas 

MTT Ląstelių gyvybingumo vertinimas naudojant MTT 

reagentą 

NK Neigiama kontrolė, žmogaus transkriptams nespecifinių 

siRNR mišinys 

OxaPt Oksaliplatina 

PE Fosfatidiletanolaminas 

RI Atsparumo indeksas, nurodantis santykį tarp vaistams 

atsparių ir jautrių ląstelių IC50. 

ROS Aktyvios deguonies formos 

SB1/B5/E1/E2 Serpinai B1/B5/E1/E2 

SERPINB5 Serpino B5 baltymą koduojantis genas/transkriptas 

SDS Natrio dodecilsulfatas 

siRNR Maža interferuojanti RNR 

SQSTM1 p62 baltymą koduojantis genas/transkriptas 

WB Imunoblotingas (angl. western blot) 
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ĮVADAS 

Pasaulio sveikatos organizacijos naujausiais duomenimis kolorektalinis 

vėžys (CRC) yra vienas iš dažniausiai pasitaikančių vėžinių susirgimų 

pasaulyje. Jis užima trečią vietą pagal paplitimą ir antrą pagal mirčių nuo 

vėžio skaičių (Sung et al., 2021). Viena iš priežasčių, lemiančių tokį didelį 

mirtingumą – vėlyva diagnozė, kai CRC yra pažengusios stadijos, o gydymo 

galimybės yra ribotos. Pažengusio CRC gydymui dažniausiai yra taikoma 

chemoterapija naudojant pavienį 5-fluoruracilo (5-FU) poveikį arba jo 

kombinaciją su oksaliplatina (OxaPt) ir leukovorinu (foline rūgštimi) 

(Hossain et al., 2022). Kita priežastis, lemianti CRC sergančių pacientų aukštą 

mirtingumo lygį – atsparumas chemoterapiniams vaistams. Vėžinės ląstelės 

gali pasižymėti atsparumu dar prieš gydymą (įgimtas atsparumas) arba 

atsparumas gali išsivystyti gydymo metu (įgytas atsparumas). CRC gydymui 

naudojami 5-FU ir OxaPt veikia skirtingais mechanizmais (Very et al., 2018), 

todėl ir atsparumo mechanizmai šiems vaistams skiriasi (Marin et al., 2020). 

Pagrindiniai atsparumo mechanizmai – viduląstelinės vaisto koncentracijos 

mažinimas, DNR pažaidų reparacijos ir išgyvenimo signalinių kelių 

aktyvinimas, programuotos ląstelių žūties slopinimas, vaisto neutralizavimas 

ar taikinio pokyčiai (Liu et al., 2021). Atsparumo chemoterapiniams vaistams 

molekulinių mechanizmų supratimas tebėra svarbi mokslinių tyrimų sritis, 

siekiant nustatyti tikslius taikinius ir atrasti vaistus, pagerinančius vėžio 

gydymo rezultatus. 

Uždegiminiai procesai atlieka svarbų vaidmenį vystantis CRC, be to, gali 

būti svarbūs ir atsparumo išsivystymui. Vienas iš naujausių atsparumo 

chemoterapiniams vaistams mechanizmų – naviko ląstelių sekretomo 

pokyčiai (TCS, angl. tumour cell secretome), t. y. vėžinių ląstelių išskiriamų 

molekulių visuma, skatinanti vėžio vystymąsi. Chemoterapiniai vaistai gali 

keisti TCS ir taip skatinti atsparumą (Madden et al., 2020). Citokinai įeina į 

TCS sudėtį, tačiau žinių, apie jų įtaką chemoterapinių vaistų sukeltam 

atsparumui, nėra daug. Citokinai – tai mažos signalinės molekulės, 

reguliuojančios uždegimą ir homeostazę bei parakriniškai ir autokriniškai 

reguliuojančios vėžinių ląstelių išgyvenimą, proliferaciją, migraciją, 

angiogenezę ir kitus procesus, svarbius vėžio progresijai (Borowczak et al., 

2022, Propper, Balkwill, 2022). 

Pastaruoju metu serpinai tapo daugelio mokslininkų dėmesio centru, nes 

nemažai šios šeimos baltymų dalyvauja daugelyje naviko formavimosi etapų: 

nuo angiogenezės iki naviko augimo ir progresijos (Sanrattana et al., 2019). 

Serpinai – tai serino proteazių inhibitoriai, reguliuojantys angiogenezę, 

uždegimą, tarpląstelinio užpildo persitvarkymą, programuotą ląstelių žūtį ir 
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ląstelių vystymąsi, o jų raiškos pokyčiai siejami su naviko progresija 

(Mkaouar et al., 2019). Serpinų įtaka CRC progresijai yra nevienareikšmiška, 

nes kai kurie serpinai gali slopinti, o kiti priešingai – aktyvinti vystymąsi ar 

metastazavimą (Paczek, Mroczko, 2022). Nors žinių, apie serpinų įtaką vėžio 

vystymuisi daugėja, tačiau apie jų kiekio pokyčius vaistams atspariose 

ląstelėse ar įtaką atsparumui iki šiol yra žinoma mažai. 

Autofagija vėžinėse ląstelėse gali atlikti dvigubą vaidmenį – slopinti jų 

vystymąsi arba priešingai – padėti išvengti nepalankių sąlygų (Lim et al., 

2021). Ankstyvose vėžio vystymosi stadijose, kol ląstelė nėra tapusi vėžine, 

autofagija slopina vėžio vystymąsi, o ląstelėms supiktybėjus, autofagija 

apsaugo nuo nepalankių augimo sąlygų, tokių kaip maisto, deguonies, 

energijos trūkumo, ar padidėjusio aktyvių deguonies formų kiekio (Chavez-

Dominguez et al., 2020). Žinoma, kad CRC ląstelės, lyginant su sveikomis, 

pasižymi padidėjusiu autofagijos intensyvumu (H. Wang et al., 2021). Šiuo 

metu atliekami fundamentiniai tyrimai ir klinikiniai bandymai rodo, kad 

farmakologinis ar molekulinis autofagijos blokavimas gali būti panaudotas 

siekiant pagerinti priešvėžinį chemoterapinių vaistų veiksmingumą (Zamame 

Ramirez et al., 2021), tačiau trūksta žinių apie jos įtaką chemoterapinių vaistų 

indukuotam atsparumui. 

CRC audiniuose, lyginant su sveiku audiniu, yra nustatomas padidėjęs 

selektyvios autofagijos receptoriaus p62 kiekis, be to šis baltymas yra 

siejamas su vėžinių ląstelių agresyvumu (Tang et al., 2021) bei bloga 

sergančių pacientų gijimo prognoze (J. Zhang et al., 2019). p62 dėl savo 

daugiadomenės struktūros gali reguliuoti įvairius procesus: ląstelių žūtį, 

išgyvenimą, uždegimą, oksidacinį stresą bei naviko vystymąsi (Hennig et al., 

2021, Kumar et al., 2022). Nors daugėja duomenų apie p62 kiekio pokyčius 

chemoterapiniams vaistams atspariose vėžinėse ląstelėse ir reikšmę 

atsparumui, tačiau tikslus atsparumą lemiantis mechanizmas vis dar nėra 

aiškus. 
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Šio darbo tikslas – įvertinti citokinų, serpinų, autofagijos baltymų kiekio 

pokyčius chemoterapiniams vaistams atspariose kolorektalinės karcinomos 

ląstelėse ir nustatyti autofagijos reikšmę atsparumui. 

Uždaviniai: 

• Palyginti citokinų, serpinų ir autofagijos baltymų kiekio bei autofagijos 

intensyvumo pokyčius chemoterapiniams vaistams jautriose ir atspariose 

kolorektalinio vėžio ląstelėse; 

• Įvertinti citokinų, serpinų ir autofagijos baltymų kiekio bei autofagijos 

intensyvumo pokyčius po 5-FU ir OxaPt poveikio chemoterapiniams 

vaistams jautriose ir atspariose kolorektalinio vėžio ląstelėse; 

• Nustatyti autofagijos baltymų reikšmę HCT116 ląstelių ir jų 

chemoterapiniams vaistams atsparių sublinijų atsparumui. 
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MOKSLINIS NAUJUMAS 

Šiame darbe palyginome citokinų transkriptų raišką CRC ląstelių 

sublinijose, kurios pasižymi skirtingu atsparumu chemoterapiniams vaistams. 

Nustatėme, kad HCT116/FU ląstelėse, lyginant su jautriomis, yra pakitusi 

apie pusės tirtų citokinų ir jų receptorių transkriptų raiška (14 iš 27). Tuo tarpu 

HCT116/OXA ląstelėse nustatėme tik ketvirtadalio tirtų citokinų transkriptų 

pokytį lyginant su tėvine linija. Žinių, apie citokinų įtaką chemoterapinių 

vaistų sukeltam atsparumui CRC ląstelėse, nėra daug. Parodyta, kad 

interleukinas 1β (IL1β) padidina CRC ląstelių, tame tarpe ir HCT116, 

atsparumą 5-FU poveikiui (Spagnardi et al., 2022). Kiti autoriai parodė, kad 

doksorubicinui atspariose HCT116 ląstelėse yra padidėjęs IL8 ir IL10 kiekis, 

o IL8 tildymas padaro ląsteles jautresnes vaisto poveikiui (Du et al., 2018). 

Be to, yra nustatyta, kad IL17 lemia HCT116 ląstelių atsparumą cisplatinai 

(Sui et al., 2019). Šiame darbe taip pat nustatėme citokinų raiškos pokyčius 

HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose po 5-FU ir OxaPt poveikio. Įdomu tai, kad 

jautriose ląstelėse 5-FU ir OxaPt reikšmingai didina citokinų raišką, 

HCT116/FU ląstelėse – tik OxaPt, o HCT116/OXA ląstelėse priešingai – tik 

5-FU poveikis. 

Pirmieji parodėme serino proteazių inhibitorių (serpinų) kiekio pokyčius 

chemoterapiniams vaistams atspariose CRC ląstelėse. Nustatėme, kad 

HCT116/FU, HCT116/OXA ir SW620/OXA ląstelėse serpino B5 (SB5) 

kiekis yra padidėjęs lyginant su jautriomis ląstelėmis, o SW620/FU ląstelėse 

priešingai – sumažėjęs. Taip pat nustatėme, kad 5-FU ir OxaPt poveikis didina 

citoplazmoje esančio SB5 kiekį HCT116, HCT116/FU, SW620 ir SW620/FU 

ląstelėse. HCT116/OXA ląstelėse SB5 kiekis didėja po 5-FU, o SW620/OXA 

ląstelėse – po OxaPt poveikio. SW620 ląstelėse ir jų sublinijose, kuriose 

didelė dalis SB5 yra lokalizuota branduolyje, jame esančio SB5 kiekis 

priklauso nuo ląstelių linijos, vaisto ir jo dozės. 5-FU ir OxaPt taip pat didina 

ir kitų serpinų transkriptų raišką – SB1, SE1, SE2, o jų pokyčiai priklauso nuo 

ląstelių linijos ir poveikio. Kitų mokslininkų tyrimuose parodyta, kad 

cisplatinai atspariose kiaušidžių vėžio ląstelėse yra padidėjęs SE1 ir SE2 

baltymų kiekis (Pan et al., 2017), o paklitakseliui atspariose krūties vėžio 

ląstelėse – SB3 ir SB4 (Pavlikova et al., 2014). 

Nors ir daugėja duomenų, įrodančių autofagijos reikšmę įgytam 

chemoterapinių vaistų atsparumui įvairiuose vėžio atvejuose, tame tarpe ir 

CRC, tačiau molekuliniai veikimo mechanizmai yra mažai ištirti. Šiame darbe 

pirmieji nustatėme, kad HCT116/FU ląstelėse, lyginant su HCT116, ATG12 

baltymo kiekis yra padidėjęs. Taip pat parodėme, kad ATG12 raiškos tildymas 

sumažina HCT116 ląstelių ir jų atsparių sublinijų gyvybingumą, bei padidina 
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HCT116 ir HCT116/FU ląstelių jautrumą OxaPt poveikiui. Šiuo metu yra 

žinomi tik keli atvejai, kai autofagijos slopinimas didina atsparių CRC ląstelių 

jautrumą vaistams. Parodyta, kad 5-FU atsparios DLD1 ląstelės po autofagijos 

slopinimo 3-metiladeninu ar ATG7 raiškos tildymo tapo jautresnės vaisto 

poveikiui (Li et al., 2010). Taip pat 5-FU atsparios HCT8 ląstelės tapo 

jautresnės poveikiui po autofagijos slopinimo chlorokvinu (CQ) (M. Wang et 

al., 2018). Be to, CQ padidino OxaPt atsparių HCT116 ląstelių jautrumą 

vaistui (H. Wang et al., 2021). 

Nors selektyvios autofagijos receptorius p62 yra plačiai ištirtas vėžio 

kontekste, tačiau nėra daug duomenų apie jo reikšmę atsparumui. Šiame darbe 

skyrėme dėmesį p62 raiškos pokyčiams chemoterapiniams vaistams 

atspariose CRC ląstelėse ir vertinome jo reikšmę 5-FU ir OxaPt indukuotam 

atsparumui. Nustatėme, kad lyginant su tėvinėmis linijomis HCT116/FU 

ląstelėse p62 baltymo kiekis yra padidėjęs. Šiuo metu yra žinoma, kad p62 

kiekis atspariose ląstelėse priklauso nuo vėžio tipo ar atsparumo vaistui. 

Kiaušidžių vėžio ir osteosarkomos ląstelėse, pasižyminčiose daugybiniu 

atsparumu vaistams (MDR, angl. multidrug resistance), p62 kiekis yra 

sumažėjęs lyginant su jautriomis linijomis (J. Wang et al., 2018), o HEp-2 

karcinomos ląstelėse, pasižyminčiose MDR, tame tarpe ir 5-FU poveikiui, p62 

raiška priešingai – yra padidėjusi lyginant su jautria linija (Battista et al., 

2018). Šiame darbe pirmieji nustatėme, kad p62 raiškos tildymas sumažina 

atsparių HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelių gyvybingumą, bet padidina jų 

metabolinį aktyvumą. Taip pat nustatėme, kad HCT116 ląstelių ir jų sublinijų 

gyvybingumas po p62 raiškos tildymo mažėja ne dėl jo poveikio ląstelių 

žūčiai, o dėl išgyvenimą skatinančių molekulių (pvz. IL8) kiekio mažinimo. 
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GINAMIEJI TEIGINIAI 

• 5-FU sukelto atsparumo HCT116 ląstelėse citokinų transkriptų kiekis 

padidėja labiau, nei OxaPt sukelto atsparumo ląstelėse, o 5-FU ir OxaPt 

didina citokinų transkriptų kiekį prie poveikio neprisitaikiusiose ląstelėse. 

• Atspariose CRC ląstelėse serpino B5 kiekis didėja, o 5-FU ir OxaPt jį 

didina tėvinėse linijose ir sublinijose, kurių atsparumas sukeltas 5-FU. 

• ATG12 kiekis yra padidėjęs HCT116/OXA ląstelėse, o po 5-FU ir OxaPt 

poveikio jo pokytis priklauso nuo ląstelių linijos. 

• ATG12 yra svarbus HCT116 ląstelių ir jų sublinijų išgyvenimui bei 

HCT116 ir HCT116/FU ląstelių atsparumui OxaPt. 

• p62 kiekis yra padidėjęs HCT116/FU ląstelėse, o jo kiekio mažėjimas po 

5-FU ir OxaPt poveikio koreliuoja su jautrumu vaistui. 

• p62 skatina HCT116 ląstelių ir jų sublinijų išgyvenimą bei atsparumą 

5-FU ir OxaPt poveikiui. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1. Kolorektalinio vėžio problematika 

Remiantis naujausiais duomenimis, kolorektalinis vėžys (CRC, angl. 

colorectal cancer) yra trečias pagal dažnumą (10 % visų nustatytų vėžinių 

susirgimų) ir antras pagal mirtingumą (9,4 % visų mirčių nuo vėžio) vėžio 

tipas pasaulyje ir šio vėžio atvejų daugėja kasmet (Braumuller et al., 2022, 

Sung et al., 2021). CRC yra labai heterogeniška ligų grupė, kuriai būdingos 

įvairios mutacijos ir epigenetiniai pokyčiai, o tai sukelia didžiulių iššūkių 

gydymo metu (Martini et al., 2020). Diagnozavus CRC ankstyvoje stadijoje 

yra taikomas chirurginis gydymas atskirai arba kartu su chemoterapija ir 

radioterapija, tačiau pažengusių CRC stadijų atvejais, kai navikas yra 

metastazavęs, chirurginis gydymas tampa neveiksmingu (El Bali et al., 2021). 

CRC gali būti paveldimas (5 %), šeiminis (20 %) arba sporadinis (75 %) 

(Braumuller et al., 2022). Sporadiniai CRC nėra paveldimi ir išsivysto dėl 

specifinių taškinių mutacijų, įvykusių skirtinguose genuose. CRC vystosi 

palaipsniui iš adenomos į karcinomą dėl genetinių ir epigenetinių pokyčių 

kaupimosi. Šie pokyčiai nustatomi onkogenuose (KRAS, NRAS, BRAF ir 

PIK3CA), naviką slopinančiuose genuose (APC, TP53, SMAD4 ir PTEN) ar 

DNR reparacijos baltymus koduojančiuose genuose (MSH2/6, MLH1, 

PMS1/2). Šiuose genuose įvykusios mutacijos ar pasikeitusi jų raiška keičia 

signalinius kelius (WNT/β-katenino, EGFR, MAPK, TGF-β ir PI3K), kurie 

yra susiję su ląstelių proliferacija ir išgyvenimu (Braumuller et al., 2022, 

Marmol et al., 2017). 

Sporadinio CRC progresiją lemia genominis nestabilumas, kuris 

skirstomas į tris patogenezinius mechanizmus: 1) chromosomų nestabilumą 

(CIN), 2) mikrosatelitų nestabilumą (MSI) ir 3) CpG salų metilinimo fenotipą 

(CIMP) (Braumuller et al., 2022, Marmol et al., 2017). CIN pasižymi 

chromosomų skaičiaus disbalansu, todėl vėžinės ląstelės tampa 

aneuploidinėmis, praranda heterozigotiškumą. CIN būdinga sutrikusi 

chromosomų segregacija, telomerų disfunkcija ir atsako į DNR pažaidas 

pokyčiai, o tai sukelia mutacijas genuose, atsakinguose už tinkamą ląstelės 

funkcionavimą (Marmol et al., 2017). Dažniausiai pirmoji mutacija, 

indukuojanti CRC vystymąsi, įvyksta naviką slopinančiame APC gene 

(Aghabozorgi et al., 2019). APC baltymas dalyvauja WNT signaliniame 

kelyje, kuris reguliuoja ląstelių proliferaciją, žūtį, migraciją, autofagiją, 

chromosomų segregaciją (Zhong et al., 2020). Tolimesnę naviko progresiją 

lemia aktyvinančios mutacijos, įvykusios onkogenuose KRAS, BRAF ir 

PIK3CA, kurios aktyvina MAPK ir PI3K signalinius kelius, o tai skatina 
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ląstelių išgyvenimą ir proliferaciją (Dillon et al., 2021, Rascio et al., 2021). 

Pažengusio CRC atveju vėžinės ląstelės pasižymi 18q chromosomos 

heterozigotiškumo praradimu. Įvyksta naviką slopinančių genų SMAD2, 

SMAD4 ir DCC delecija (Malki et al., 2020). SMAD baltymai dalyvauja 

TGF-β signaliniame kelyje, o jų delecija lemia naviko progresiją, nes skatina 

augimą, proliferaciją bei slopina apoptozę (Soleimani et al., 2019). Dar viena 

mutacija, pasitaikanti vėlyvosios stadijos CRC atveju – TP53 geno mutacija. 

TP53 koduoja naviką slopinantį baltymą p53, kurio disfunkcija skatina 

ląstelių išgyvenimą, proliferaciją, migraciją ir invaziją (Marei et al., 2021). 

Antras CRC progresiją lemiantis molekulinis mechanizmas – mikrosatelitų 

nestabilumas (MSI) (Braumuller et al., 2022). MSI atsiranda dėl sutrikusios 

nekomplementarių nukleotidų reparacijos (MMR). MSI fenotipą dažniausiai 

lemia MLH1 geno raiškos praradimas, nes jo geno transkripcija yra 

nuslopinama hipermetilinus promotorių. Prie MSI atsiradimo prisideda ir kitų 

MMR dalyvaujančių baltymų, tokių kaip MSH2, MSH6 ir PMS2, funkcijų 

praradimas (Dedeurwaerdere et al., 2021). Trečias mechanizmas – CpG salų 

metilinimo fenotipas (CIMP) (Braumuller et al., 2022). CIMP yra 

epigenetinio nestabilumo forma, lemianti tam tikrų genų promotorių 

hipermetilinimą, o tai slopina transkripciją. Promotorių hipermetilinimas 

vėžio atveju yra susijęs su naviką slopinančių genų raiškos nutildymu ir 

tolimesne naviko progresija. Šiuo būdu yra nutildoma raiška genų, kurių 

koduojami baltymai dalyvauja DNR reparacijoje, programuotoje ląstelių 

žūtyje, ląstelės ciklo reguliavime ar naviko invazijoje. CRC atveju yra 

hipermetilinti MLH1, CDKN2A, VIM (vimetino), CDH1 (kadherino-1) ar APC 

genų promotoriai (Fatemi et al., 2022). Signaliniai keliai bei baltymai, kurių 

aktyvumo ir kiekio pokyčiai lemia CRC atsiradimą ir tolimesnį vystymąsi, yra 

apibendrinti 1.1 pav. 

Genų raiška yra susijusi su ląstelių fenotipu ir naviko funkcionavimu, todėl 

remiantis genetiniais ir epigenetiniais pokyčiais CRC yra klasifikuojamas į 

keturis sutartinius molekulinius potipius CMS1-4 (Martini et al., 2020): 

1) CMS1 navikai (MSI imuninis tipas) pasižymi CIMP, MSI, aktyviu 

imunitetu ir mutavusiu BRAFV600E genu; 

2) CMS2 navikai (kanoninis tipas) yra epiteliniai, pasižymi CIN ir 

imuninio atsako nebuvimu, sukelti WNT signalinio kelio ir MYC aktyvacijos, 

priklauso nuo EGFR signalinio kelio; 

3) CMS3 potipiui priklausantys navikai (metabolinis tipas) taip pat yra 

epiteliniai, tačiau pasižymi pakitusiu metabolizmu, mišriu CIN ir MSI bei 

MAPK signalinio kelio pokyčiais; 

4) CMS4 navikai (mezenchiminis tipas) pasižymi CIN ir aktyviais TGF-β  



16 

ir VEGFR signaliniais keliais bei nuslopintu imuniniu atsaku (Dienstmann et 

al., 2017, Martini et al., 2020). 

 
1.1 pav. Kolorektalinio vėžio vystymąsi sukeliantys signaliniai keliai. Pažymėti 

signaliniai keliai: WNT (oranžinė), MAPK (purpurinė), PI3K (mėlyna), TGF-β (žalia). 

Raudonai pažymėti baltymai, kurių koduojančiuose genuose CRC atveju dažniausiai įvyksta 

mutacijos. Parengta remiantis Braumuller et al., 2022 ir Marmol et al., 2017. 

1.2. 5-FU ir OxaPt veikimo mechanizmai 

Ankstyvosios stadijos CRC navikai įprastai yra pašalinami chirurginiu 

būdu, tačiau metastazavusiam CRC dažniausiai yra taikoma chemoterapija. 

Priklausomai nuo naviko lokalizacijos ir ligos išsivystymo lygio chirurgija bei 

chemoterapija gali būti derinama su radioterapija ar imunoterapija (Johdi, 

Sukor, 2020). CRC imunoterapijai yra naudojami monokloniniai antikūnai 

arba baltymai, nukreipti prieš EGFR arba prieš VEGF (Marmol et al., 2017, 

Mohelnikova-Duchonova et al., 2014). Pažengusio (III ir IV stadijos) jau 

metastazavusio CRC gydymui dažniausiai yra naudojamas chemoterapinis 
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vaistas 5-fuoruracilas (5-FU), kuris yra derinamas su leukovorinu (foline 

rūgštimi), bei oksaliplatina (OxaPt) (FOLFOX) ar irinotekanu (FOLFIRI), o 

kartais visais trimis junginiais vienu metu (FOLFOXIRI). Leukovorinas, 

OxaPt ir irinotekanas veikia sinergistiškai ir sustiprina 5-FU citotoksiškumą. 

Naudojant tokias vaistų kombinacijas yra sustabdomas naviko augimas, tačiau 

vėžinėse ląstelėse dažnai išsivysto atsparumas šiems junginiams (McQuade et 

al., 2017, Zoetemelk et al., 2020). Chemoterapiniai vaistai veikia skirtingais 

mechanizmais, tad ir po jų poveikio įgyti atsparumo mechanizmais skiriasi. 

Pagal veikimo mechanizmą 5-FU yra priskiriamas antimetabolitinių vaistų 

tipui, o OxaPt – alkilinančių, platinos atomą turinčių vaistų tipui (Bukowski 

et al., 2020). 

1.2.1.  5-FU veikimo mechanizmas 

5-FU iki šiol 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 į ląstelę perneša skirtingi membraniniai 

nukleozidų nešikliai: nukleozidų pusiausvyrą palaikantys nešikliai ENT1 

(SLC29A1), ENT2 (SLC29A2) (Boswell-Casteel, Hays, 2017) ir organinių 

anijonų nešiklis OAT2 (SLC22A7) (Y. Wang et al., 2021). Be to, 5-FU į ląstelę 

gali patekti ir pasyvios difuzijos būdu (Chalabi-Dchar et al., 2021). Ląstelėje 

neaktyvus 5-FU verčiamas į tris citotoksiškus metabolitus, veikiančius 

skirtingais mechanizmais: 1) fluordeoksiuridino trifosfatą (FdUTP), 

2) fluoruridino trifosfatą (FUTP) ir 3) fluordeoksiuridino monofosfatą 

(FdUMP). Šie pirimidinų analogai yra galutiniai reakcijų produktai, kurie 

ląstelėje pakeičia įprastus pirimidinus (dTTP ir UTP) bei sukelia ląstelės ciklo 

areštą ir žūtį (Ghafouri-Fard et al., 2021, Very et al., 2018). 

5-FU katabolizmas vyksta dviem skirtingais metaboliniais keliais. 

Pirmasis kelias – 5-FU vertimas į FdUMP (Vodenkova et al., 2020). FdUMP 

konkuruoja dėl prisijungimo prie timidilato sintazės (TS) aktyviojo centro su 

natūraliu TS ligandu dUMP. TS katalizuoja dUMP metilinimą ir jo virtimą 

dTMP. FdUMP sudaro stipresnius kovalentinius ryšius, stabilizuojančius TS 

kompleksą (Kaiyawet et al., 2013). dTMP yra dTTP substratas ir yra svarbus 

DNR replikacijai ir reparacijai. Dėl TS stabilizavimo ląstelėje pradeda trūkti 

dTTP bei kaupiasi dUTP, dėl to padaugėja neteisingai į DNR grandinę įterptų 

nukleotidų. Galiausiai įvyksta ciklo areštas ir žūtis (Very et al., 2018). 5-FU 

citotoksiškumas priklauso nuo folatų kiekio, todėl chemoterapijos metu 5-FU 

yra derinamas su leukovorinu (McQuade et al., 2017). Sumažėjus folatų 

kiekiui FdUMP prie TS prisijungia silpnai ir dUMP užima savo vietą, o 



18 

leukovorinas keletą kartų padidina sąveika tarp FdUMP ir TS. Tad 

leukovorinas sinergistiškai padidina 5-FU citotoksiškumą blokuojant TS 

veiklą (Glimelius et al., 2021). Dalis FdUMP yra fosforilinamas iki FdUTP, 

kuris yra DNR polimerazės substratas ir replikacijos ar reparacijos metu yra 

neteisingai įterpiamas į DNR molekulę vietoj dTTP (Ghafouri-Fard et al., 

2021). Tam, kad ląstelėje būtų ištaisyti neteisingai į DNR įterpti nukleotidai, 

yra aktyvinama DNR reparacija. Bazių išpjovimo reparacijos (BER) metu 

timidino DNR glikozilazė gali iškirpti netinkamai įterptus 5-FU metabolitus, 

tačiau dėl dTTP trūkumo DNR grandinėje kaupiasi trūkiai, dėl kurių yra 

aktyvinama apoptozė (Kunz et al., 2009). DNR trūkių skaičių padidina ir 

nekomplementarių nukleotidų reparacijos sistema (MMR) (Sethy, Kundu, 

2021). 

Antrojo 5-FU metabolinio kelio produktas yra FUTP, kuris yra įterpiamas 

į įvairaus tipo RNR molekules: informacinę RNR (iRNR), pernašos RNR 

(tRNR), mažas branduolio RNR (snRNR) ar ribosominę RNR (rRNR) 

(Chalabi-Dchar et al., 2021). Dėl FUTP įterpimo į RNR molekules keičiasi 

splaisingas – padaugėja iRNR molekulių su neiškirptais intronais. FUTP 

neleidžia splaisosomai atpažinti kirpimo vietų arba trukdo iškirpti intronus. 

Neefektyvų intronų iškirpimą gali lemti ir FUTP, įsiterpęs į snRNR, kurios 

įeina į splaisosomos sudėtį (Mojardin et al., 2013). FUTP įterpimas į rRNR 

keičia ribosomų brendimą ir reikšmingai sumažina jų kiekį (Therizols et al., 

2022). Nors ribosomos, sudarytos iš fluoruridilintų rRNR molekulių, yra 

funkcionalios, tačiau pasikeičia jų selektyvumas, kuris priklauso nuo iRNR 5‘ 

netransliuojamos srities (5‘-UTR) savybių. Trumpas 5‘-UTR turinčios iRNR, 

pavyzdžiui, globino ar GAPDH, yra transliuojamos ne taip efektyviai kaip 

iRNR, kurių 5‘-UTR yra ilgos ir struktūrizuotos (Therizols et al., 2022). 

Galiausiai antrojo metabolinio kelio tarpinis produktas FUDP gali būti 

metabolizuojamas į FdUTP, kuris yra klaidingai įterpiamas į DNR grandinę, 

sukelia jos pažaidas, ląstelių ciklo areštą ir žūtį (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 trečios kartos platinos atomą turintis chemoterapinis vaistas, 

naudojamas metastazavusio CRC gydymui (Perego, Robert, 2016). OxaPt yra 

derinama su 5-FU ir, veikdama skirtingu mechanizmu nei 5-FU, sustiprina 

chemoterapinį poveikį (Zoetemelk et al., 2020). Šis vaistas yra priskiriamas 

alkilinančių vaistų tipui, kurio atstovai savo sudėtyje turi platinos atomą (taip 

pat cisplatina ir karboplatina) (Bukowski et al., 2020). Vaistas į ląstelę patenka 

keliais būdais: pasyvia difuzija, palengvinta arba aktyvia pernaša (Buss et al., 
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2018). OxaPt į ląstelę perneša organinių katijonų nešikliai OCT1 (SLC22A1), 

OCT2 (SLC22A2) (Buss et al., 2018) ir OCT6 (POU3F1) (Oguri et al., 2016), 

taip pat vario nešiklis CTR1 (SLC31A1) (Buss et al., 2018). Pirmiausia, 

tarpląsteliniame užpilde (ECM) OxaPt ligandas oksalatas yra pakeičiamas 

dviem chlorido jonais susidarant [Pt(DACH)Cl2] junginiui, į kurio sudėtį įeina 

1,2-diaminocikloheksano (DACH) žiedas. Jam patekus į ląstelę, kur chlorido 

koncentracija yra apie dešimt kartų mažesnė, junginys yra hidrolizuojamas ir 

chloro atomai pakeičiami dviem vandens molekulėmis. Susidaro galutinis 

aktyvus produktas [Pt(DACH)(H2O)2]2+ (Shoeib, Sharp, 2012). Aktyvi OxaPt 

jungiasi prie nukleofilinių molekulių, dažniausiai prie DNR, ir sudaro 

platinos-DNR aduktus. OxaPt taip pat gali jungtis ir prie RNR ar baltymų 

(Martinez-Balibrea et al., 2015). Aktyvi OxaPt jungiasi prie šalia esančių 

adeninų arba adenino ir guanino toje pačioje arba skirtingose DNR grandinėse 

(Kline, El-Deiry, 2013). Adukto sudėtyje esantis didžiulis hidrofobinis DACH 

žiedas neleidžia MMR sistemos baltymams prisijungti prie DNR pažaidų ir 

jas ištaisyti, taip sukeliant didesnį citotoksiškumą (Nichetti et al., 2019). 

OxaPt veikimo mechanizmas pavaizduotas 1.2 B pav. 

A  B 

 

1.2 pav. 5-FU (A) ir OxaPt (B) veikimo mechanizmai. ENT1/2 ir OAT2 – nukleozidų 

nešikliai, OPRT – orotato fosforiboziltransferazė, FUMP/FUDP/FUTP – fluoruridino 

mono/di/trifosfatas, TP – timidino fosforilazė, FUdR – fluordeoksiuridinas, TK – timidino 

kinazė, FdUMP/FdUDP/FdUTP – fluordeoksiuridino mono/di/tri fosfatas, UMP-CMPK – 

uridino/citidino monofosfato kinazė, dUMP/dTMP – deoksiuridino/timidino monofosfatas, 

DACH – 1,2-diaminocikloheksanas, OAT1/2/6 ir CTR1 – nešikliai. Parengta remiantis 

Chalabi-Dchar et al., 2021, Very et al., 2018, Kline, El-Deiry 2013, Shoeib, Sharp, 2012. 
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1.3. Atsparumo 5-FU ir OxaPt mechanizmai CRC atveju 

Nors šiuo metu vėžio gydymui yra taikomi įvairūs nauji metodai, tačiau 

chemoterapija išlieka pagrindine pažengusio CRC gydymo strategija 

(McQuade et al., 2017). Viena iš pagrindinių priežasčių, lemiančių 

chemoterapijos nesėkmę, yra įgimtas arba gydymo metu įgytas atsparumas 

vaistams (Bukowski et al., 2020). Net 90 % visų mirčių nuo vėžio yra 

siejamos su atsparumu (X. Wang et al., 2019). Vaistais paveiktos vėžinės 

ląstelės geba moduliuoti įvairius su išgyvenimu susijusius procesus: ląstelės 

ciklą bei žūtį, gliukozės metabolizmą, oksidacinį stresą, mitochondrijų 

aktyvumą, autofagiją, vaistų transportą ir DNR reparaciją (Bukowski et al., 

2020, Liu et al., 2021, Marin et al., 2020). Pagrindiniai CRC ląstelėms būdingi 

atsparumo 5-FU ir OxaPt mechanizmai ir juose dalyvaujantys baltymai 

apibendrinti 1.3 pav. 

Vienas iš apsaugos būdų – vaisto koncentracijos mažinimas. Vėžinės 

ląstelės tai vykdo dviem būdais: slopinant vaisto patekimą arba aktyvinant jo 

išnešimą (Marin et al., 2020). Atsparumą OxaPt sukelia organinių katijonų 

nešiklio 1 (OCT1), kuris perneša OxaPt į ląstelę, kiekio sumažėjimas (Buss et 

al., 2018). 5-FU ir OxaPt atsparumo atvejai dažniau pasitaiko, kai 

suintensyvėja vaisto išnešimas iš ląstelės, kurį vykdo ATP hidrolizės energiją 

naudojantys ABC nešikliai (Marin et al., 2020). Atsparumą 5-FU lemiantys 

nešikliai: 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). 

Atsparumą abiem vaistams lemia šie nešikliai: 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). 

Vaistų metabolizmo ir jų taikinių pokyčiai. Kai kurie chemoterapiniai 

vaistai, tame tarpe ir 5-FU, į ląstelę patenka neaktyvios formos ir turi būti 

aktyvinami iki citotoksiškų metabolitų (Marin et al., 2020). 5-FU 

metabolizme dalyvaujančių fermentų aktyvumo ar kiekio pokyčiai sukelia 

atsparumą (Blondy et al., 2020). CRC ląstelėse atsparumą 5-FU sukelia šių 

fermentų pokyčiai: UMP kinazės (Humeniuk et al., 2009), OPRT (Durinikova 

et al., 2018), uridino monofosfato sintetazės (UMPS) (Griffith et al., 2013) ar 

timidino fosforilazės (TP) (Liu et al., 2018). Kitas atsparumo mechanizmas, 

susijęs su vaistų pokyčiais – jų inaktyvinimas (Marin et al., 2020). Fermentas 

dihidropirimidino dehidrogenazė (DPD), katabolizuoja 5-FU iki neaktyvios 

formos, tad jos kiekio ar aktyvumo padidėjimas sukelia atsparumą (Merloni 

et al., 2019). 5-FU atspariose CRC ląstelėse padidėjęs citochromo P450 

izoformų 1A2 ir 2A6 (CYP1A2 ir CYP2A6) kiekis inaktyvina 5-FU ir sukelia 
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atsparumą (Untereiner et al., 2018). OxaPt yra inaktyvinama gliutatono 

S-transferazių, pavyzdžiui, GSTA4 (Z. Zhang et al., 2022), GSTP1 (Y. Zhang 

et al., 2018) ar GSTO1 (Ramkumar et al., 2016). Atsparumą 

chemoterapiniams vaistams gali sukelti ne tik pačių vaistų, bet ir jų taikinių 

pokyčiai (Marin et al., 2020). Atsparumą 5-FU sukelia jo taikinio TS 

genetiniai pokyčiai ar raiškos padidėjimas (C. Yang et al., 2021, Kurasaka et 

al., 2021). 

 

1.3 pav. Atsparumo 5-FU ir OxaPt mechanizmai, būdingi CRC ląstelėms. TS – timidilato 

sintazė, DPD – dihidropirimidino dehidrogenazė, TP – timidino fosforilazė, MTs – 

metalotioneinai. Parengta remiantis Marin et al., 2020. 

DNR reparacijos aktyvinimas. 5-FU ir OxaPt sukelia DNR pažaidas, dėl 

kurių yra indukuojamas ląstelės ciklo areštas ir apoptozė (Very et al., 2018). 

Suaktyvėjusi DNR reparacija pašalina vaistų sukeltas DNR pažaidas ir taip 

vėžinės ląstelės išvengia vaistų sukelto citotoksinio poveikio (Jurkovicova et 

al., 2022). Su atsparumu 5-FU yra susiję 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 

pasižyminčiose CRC ląstelėse padidėja šių, su DNR reparacija susijusių, 

baltymų kiekis: ERCC1 (Sreekumar et al., 2021), CHK2 (Hsieh et al., 2022) 

ar HSP110 (Causse et al., 2019). 
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Programuotos ląstelės žūties slopinimas. Dar vienas atsparumo 

chemoterapiniams vaistams mechanizmas – žūties slopinimas. Tai gali vykti 

dviem būdais – inaktyvinant apoptozę skatinančius baltymus ir/ar sumažinant 

jų raišką arba atvirkščiai – padidinant apoptozę slopinančių baltymų kiekį ir/ar 

aktyvumą (Marin et al., 2020). Naviką slopinantis baltymas p53, esant DNR 

pažaidoms, sukelia ląstelės ciklo areštą ir galiausiai apoptozę, tad mutacijos, 

įvykusios p53 koduojančiame gene TP53, sukelia atsparumą (Hassin, Oren, 

2023). Dažnai CRC atveju TP53 gene nustatomos inaktyvinančios mutacijos, 

lemiančios atsparumą 5-FU ir OxaPt (Lei et al., 2021, Zhang et al., 2020). Su 

atsparumu 5-FU taip pat yra susiję apoptozę skatinantys baltymai BAX ir BID, 

kurių raiška atspariose CRC ląstelėse sumažėja (Manoochehri et al., 2014). 

Vėžinės ląstelės gali ne tik sumažinti apoptozę indukuojančių baltymų kiekį, 

bet ir atvirkščiai – aktyvinti signalinius kelius, slopinančius apoptozę ir 

skatinančius išgyvenimą (Marin et al., 2020). Ląstelės ciklo patikros taško 

kinazė CHK1 dalyvauja ciklo arešto, DNR pažaidų patikros, DNR reparacijos 

ir apoptozės reguliavime (Boudny, Trbusek, 2020). CHK1 raiškos 

padidėjimas yra siejamas su atsparumu 5-FU ir OxaPt poveikiui (Fang et al., 

2018, Martino-Echarri et al., 2014). Atsparumą 5-FU poveikiui taip pat lemia 

padidėjęs apoptozę slopinančių baltymų aktyvumas ir/ar raiška, pavyzdžiui, 

BCL-2 (Wu et al., 2015), CIAP2 ir XIAP (Manoochehri et al., 2014). CRC 

ląstelėse yra aktyvūs NF-κB (Korber et al., 2016), NOTCH ar WNT/β-

katenino signaliniai keliai (He et al., 2018, Kukcinaviciute et al., 2018), kurie 

skatina ląstelių išgyvenimą ir yra siejami su atsparumu 5-FU ar OxaPt 

poveikiui. 

Vėžinių ląstelių fenotipiniai pokyčiai taip pat gali lemti atsparumą 

chemoterapiniams vaistams (Marin et al., 2020). Vienas iš fenotipų, lemiančių 

atsparumą – vėžio kamieninės ląstelės (CSC). CRC kamieninių ląstelių 

(CRCSC) gebėjimas sustabdyti ciklą ir išlikti ramybės būsenoje sukelia 

atsparumą (Chen et al., 2022). Įprastai priešvėžiniai vaistai citotoksiškai 

veikia intensyviai besidalijančias ląsteles, o ramybės būsenoje esančioms CSC 

neturi įtakos, kurios vėliau diferencijuoja ir atnaujina naviką (Zhou et al., 

2021). Vėžinėms ląstelėms kai kurių CSC bruožų suteikia epitelinio-

mezenchiminio virsmo (EMT) indukcija (Filip et al., 2020). EMT lemia 

išgyvenimo signalinių kelių sutrikimai, kamieniškumo žymenų raiškos 

padidėjimas ir mutacijos, įvykusios naviką slopinančiuose genuose, o visa tai 

gali sukelti atsparumą chemoterapiniams vaistams (De Las Rivas et al., 2021, 

Tanabe et al., 2020). Su atsparumu 5-FU ir/ar OxaPt yra siejami šie CSC 

žymenys, kurių raiška padidėja atspariose CRC ląstelėse: CD133 (Lee et al., 

2015), CD262 (Meng et al., 2016), CD44 ir LGR5 (Pothuraju et al., 2020). 

Ląstelių išgyvenimą valdančių signalinių kelių pokyčiai gali indukuoti EMT 
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ir taip pat CRCSC vystymąsi bei sukelti atsparumą priešvėžiniams vaistams 

(Marin et al., 2020). CRC ląstelėse, įgijusiose į CSC panašių požymių, 

padidėja EGFR signalinio kelio aktyvumas, lemiantis atsparumą 5-FU ir 

OxaPt (Qian et al., 2019). Su EMT indukcija ir atsparumu 5-FU ir OxaPt yra 

susijęs ir NOTCH signalinio kelio aktyvinimas, kurio molekulių raiška, tokių 

kaip HES1 (Sun et al., 2017), jagged-1 (Kim et al., 2019), ADAM17 (D. D. 

Li et al., 2018), yra padidėjusi CRC ląstelėse. CRC ląstelėse ubikvitinui 

specifinė peptidazė 22 (USP22) veikia per WNT/β-katenino signalinį kelią ir 

palaiko ląstelių kamieniškumą ir atsparumą 5-FU poveikiui (Jiang et al., 

2018). Hedgehog signalinio kelio slopinimas sumažina CRC ląstelių 

kamieniškumą ir padaro jas jautresnes 5-FU poveikiui (Usui et al., 2018). 

Galiausiai ląstelių fenotipui ir chemoterapiniam atsparumui įtakos turi ir 

transkripcijos faktoriai (Marin et al., 2020). Padidėjusi transkripcijos 

faktoriaus TWIST1 raiška (EMT žymuo) CRC atveju skatina ląstelių 

proliferaciją ir padidina atsparumą 5-FU ir OxaPt (Zhu et al., 2015). Kitas 

transkripcijos faktorius SOX2 palaiko CRC ląstelių kamieniškumą, o 

padidėjusi jo raiška sukelia atsparumą 5-FU ir OxaPt poveikiui (Takeda et al., 

2018). Transkripcijos faktorius ZEB2 yra susijęs su CSC plastiškumu ir EMT, 

o jo kiekio padidėjimas lemia atsparumą 5-FU ir OxaPt (Francescangeli et al., 

2020). 

1.4. Citokinai 

Citokinai – maži baltymai, kurie yra pagrindiniai imuninės sistemos 

reguliatoriai, leidžiantys imuninėms ląstelėms bendrauti (Waldmann, 2018). 

Tai dažniausiai sekretuojami baltymai, veikiantys autokriniškai ir 

parakriniškai (Altan-Bonnet, Mukherjee, 2019). Imuninės sistemos sutrikimai 

ir citokinų kiekio pokyčiai gali lemti naviko atsiradimą (Shalapour, Karin, 

2019). Citokinų raiškos pokyčiai yra siejami ir su CRC progresija (J. Li et al., 

2020, Maryam et al., 2023). Vėžinės ląstelės sekretuoja citokinus, kurie 

autokriniškai skatina pačių vėžinių ląstelių proliferaciją, invaziją, migraciją ir 

atsparumą priešvėžiniams vaistams. Parakriniškai citokinai veikia naviko 

mikroaplinkoje esančias ląsteles ir jas perprogramuoja. Taip vėžinės ląstelės 

apsisaugo nuo sunaikinimo, kurį vykdo imuninės ląstelės, bei skatina 

angiogenezę (Briukhovetska et al., 2021, Kartikasari et al., 2021, Propper, 

Balkwill, 2022). Pagrindinės citokinų klasės, reguliuojančios naviko 

vystymąsi: interleukinai, interferonai, kai kurie naviko nekrozės faktoriaus 

(TNF) superšeimos nariai, chemokinai ir augimo faktoriai (Propper, Balkwill, 

2022). Šiame darbe nagrinėtų citokinų reikšmė ir raiškos pokyčiai CRC 

ląstelėse apibendrinti 1.1 lentelėje. 
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1.1 lentelė. Citokinų funkcijos CRC atveju 

Citokinas Funkcijos Šaltinis 

Raiška CRC ląstelėse padidėjusi lyginant su sveiku audiniu 

IL1α Skatina angiogenezę, metastazes, citokinų raišką, 

atsparumą, uždegimą, inhibuoja naviką slopinančių 

genų raišką 

(Cheng et al., 2021) 

IL1β Skatina proliferaciją, angiogenezę, metastazes, 

atsparumą, vėžinių ląstelių kamieniškumą 

(Hai Ping et al., 2016, 

Rebe, Ghiringhelli, 2020) 

IL6 Skatina proliferaciją, migraciją, metastazes, 

angiogenezę, citokinų raišką 

(Turano et al., 2021, Zeng 

et al., 2017) 

IL7 Skatina išgyvenimą, proliferaciją, citokinų raišką, 

metastazes, atsparumą, slopina apoptozę 

(Bednarz-Misa et al., 2019, 

Krzystek-Korpacka et al., 

2017) 

IL8 Skatina išgyvenimą, proliferaciją, invaziją, 

metastazes, angiogenezę, atsparumą 

(Bazzichetto et al., 2022) 

IL13 Skatina proliferaciją, invaziją, metastazes bei 

slopina žūtį 

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

2007) 

IL32 Funkcijos priklauso nuo izoformos. Reguliuoja 

proliferaciją, invaziją, migraciją, angiogenezę, žūtį, 

citokinų raišką 

(Sloot et al., 2018, Zhai et 

al., 2019) 

CXCL1 Skatina angiogenezę, proliferaciją, migraciją, 

slopina žūtį 

(Lukaszewicz-Zajac et al., 

2020) 

CXCL3 Skatina proliferaciją, invaziją, angiogenezę (Cui et al., 2022) 

CXCL4 Slopina angiogenezę, bet skatina naviko vystymąsi 

slopinant imuninį atsaką 

(Deng et al., 2019, X. Yang 

et al., 2021, Ortiz Zacarias 

et al., 2021) 

CXCL5 Skatina angiogenezę, vėžinių ląstelių proliferaciją, 

migraciją, invaziją ir metastazes 

(C. Chen et al., 2019, 

Kawamura et al., 2012) 

CXCL10, 

CXCL11 

Skatina proliferaciją, metastazes, slopina 

angiogenezę 

(Tokunaga et al., 2018, 

Zhang et al., 2021) 

EGF Skatina vėžinių ląstelių išgyvenimą, proliferaciją, 

invaziją, diferenciaciją, metastazes, atsparumą, 

slopina apoptozę 

(Abdulla et al., 2021, 

Martini et al., 2020) 

TNF Priklauso nuo sąlygų: gali indukuoti apoptozę, 

nekroptozę, uždegimą ar išgyvenimą 

(Al Obeed et al., 2014, 

Moatti, Cohen, 2021) 

Raiška CRC ląstelėse sumažėjusi lyginant su sveiku audiniu 

IL10 Gali skatinti arba slopinti CRC vystymąsi, slopinti 

imuninę sistemą 

(Cacev et al., 2008, J. Li et 

al., 2020, Wei et al., 2020) 

IL12A, 

IL12B 

Reguliuoja imuninių ląstelių veiklą ir slopina 

naviko vystymąsi 

(Mager et al., 2016, 

Mirlekar, Pylayeva-Gupta, 

2021) 

IL18 Slopina naviko vystymąsi, proliferaciją (Cui et al., 2007, Feng et 

al., 2020) 

Nėra duomenų apie raiškos pokyčius CRC atveju 

CCL25 Slopina invaziją ir metastazes, susijęs su 

atsparumu apoptozei ir vaistams, skatina ląstelių 

proliferaciją 

(Korbecki et al., 2020, C. 

Wang et al., 2018, B. Xu et 

al., 2020) 
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Vieni iš pagrindinių citokinų raiškos aktyvatorių yra transkripcijos faktorių 

NF-κB šeimos nariai, kuriuos aktyvina įvairūs molekuliniai veiksniai, tame 

tarpe ir patys citokinai, pavyzdžiui, IL1β, TNFα, IL12, IL17, IL33, o NF-κB 

indukuoja IL1α ir β, IL2, IL6, IL8, IL12, IL17, TNFα, IFN-β ir γ, CCL5 

koduojančių genų raišką (Mussbacher et al., 2019). NF-κB baltymai yra 

svarbūs CRC vystymuisi, nes skatina vėžinių ląstelių išgyvenimą, 

proliferaciją, invaziją, migraciją, angiogenezę ir slopina apoptozę (Martin et 

al., 2021, Patel et al., 2018). NF-κB indukuoja raišką genų, kurie koduoja 

apoptozę slopinančius (BAG-1, BCL-2, BCL-xL, cFLIP, cIAP2), bei 

uždegimą (TNFα, IL6, IL1β) ir angiogenezę skatinančius (HIF-1α, VEGF, 

IL8) baltymus (Patel et al., 2018). Pastovus NF-κB aktyvumas CRC atveju 

siejamas su vėlesnėmis vėžio stadijomis, atsparumu ir prastu pacientų 

išgyvenimu (Vaiopoulos et al., 2013, Zhou et al., 2018). 

Padidėjęs NF-κB aktyvumas ir pasikeitusi citokinų raiška lemia atsparumą 

chemoterapiniams vaistams (Jones et al., 2016, Madden et al., 2020) 

(1.2 lentelė). Padidėjęs IL1β kiekis etopozidui atspariose kasos vėžio ląstelėse 

apsaugo ląsteles nuo vaisto poveikio, nes slopina kaspazių-3/7/8/9 aktyvumą 

(Muerkoster et al., 2006). CRC ląstelių mikroaplinkoje padidėjęs IL1β kiekis 

sukelia atsparumą 5-FU, nes slopina apoptozę bei lemia NF-κB inhibitoriaus 

IκBα fosforilinimą ir jo degradaciją proteasomose, o tai sukelia NF-κB 

aktyvinimą, bei didina IL8 sekreciją (Spagnardi et al., 2022). Padidėjęs IL4 ir 

IL10 baltymų kiekis MDR pasižyminčiose skydliaukės vėžio ląstelėse lemia 

atsparumą cisplatinai, doksorubicinui ir taksoliui, nes didina apoptozę 

slopinančių BCL-2 ir BCL-xL baltymų kiekį (Stassi et al., 2003). 

Enzalutamidui atspariose prostatos vėžio ląstelėse IL6 aktyvina STAT3 ir 

androgeno receptoriaus signalinius kelius, lemiančius vėžinių ląstelių 

progresiją, metastazes ir atsparumą (Liu et al., 2014). Padidėjęs IL6 ir IL8 

kiekis krūties vėžio ląstelėse sukelia atsparumą doksorubicinui, 5-FU, 

paklitakseliui ir vinkristinui. Šiose ląstelėse taip pat yra padidėjęs vaistus iš 

ląstelių išnešančių nešiklių MDR1 (ABCB1) ir MRP1 (ABCC1) baltymų 

kiekis (Shi et al., 2012). Šių nešiklių kiekio padidėjimas yra siejamas su 

citokinų kiekio padidėjimu (Du et al., 2018). Doksorubicinui atspariose CRC 

ląstelėse padidėjęs IL8 kiekis lemia nuo IKK-β (slopina IκBα) priklausomą 

NF-κB (p65) aktyvinimą, dėl kurio yra indukuojama MDR1 baltymą 

koduojančio geno ABCB1 raiška, sukelianti atsparumą (Du et al., 2018). 

Uždegimą skatinantis IL17 yra susijęs su atsparumu cisplatinai, o jo kiekis yra 

padidėjęs CRC ląstelėse lyginant su sveiku audiniu. CRC ląstelėse IL17 

sumažina cisplatinos sukeltą citotoksiškumą, nes slopina apoptozę: didina 

apoptozę slopinančių p-AKT ir BCL-2 baltymų kiekį, bei mažina apoptozę 

skatinančio BAX baltymo kiekį (Sui et al., 2019). Skrandžio vėžio ląstelėse 
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padidėjęs CCL2 kiekis sukelia atsparumą cisplatinai. CCL2 lemia sumažėjusį 

c-PARP1 aktyvumą, bet aktyvina PI3K-AKT-mTOR signalinį kelią, dėl ko 

yra slopinama ląstelių žūtį sukelianti autofagija bei padidėja p62 kiekis. p62 

toliau aktyvina NF-κB ir per teigiamą grįžtamąjį ryšį didina paties CCL2 kiekį 

(Xu et al., 2018). Krūties vėžio ląstelėse padidėjęs CCL5 kiekis lemia 

atsparumą tamoksifenui. CCL5 aktyvina STAT3 signalinį kelią, kuris 

grįžtamojo ryšio kilpa didina paties CCL5 kiekį. CCL5-STAT3 signalinis 

kelias slopina apoptozę didinant apoptozę slopinančių baltymų BCL-2 ir 

BCL-xL kiekį, bei mažinant PARP ir kaspazės-9 aktyvinimą (Yi et al., 2013). 

Apibendrinant – citokinai sukelia atsparumą slopindami apoptozę arba 

indukuodami vaistų išnešimą vykdančių nešiklių raišką ir išgyvenimą 

skatinančius signalinius kelius (Jones et al., 2016, Madden et al., 2020). 

1.2 lentelė. Citokinų sukeltas atsparumas priešvėžiniams vaistams 

Citokinas Vėžio tipas Atsparumas Mechanizmas Šaltinis 

IL1β Kasos Etopozidui Kaspazių-3/7/8/9 

aktyvumas ↓ 

(Muerkoster et al., 

2006) 

IL1β Kolorektalinio 5-FU Apoptozė ↓ 

NF-κB ↑ 

IL8 sekrecija ↑ 

(Spagnardi et al., 

2022) 

IL4, IL10 Skydliaukės MDR Apoptozė ↓ (Stassi et al., 2003) 

IL6 Prostatos  Enzalutamidui STAT3 ↑ ir AR ↑ (Liu et al., 2014) 

IL6, IL8 Krūties MDR MDR1 ↑ 

MRP1 ↑ 

(Shi et al., 2012) 

IL8 Kolorektalinio Doksorubicinui NF-κB ↑; 

MDR1 ↑; 

(Du et al., 2018) 

IL17 Kolorektalinio Cisplatinai Apoptozė ↓ (Sui et al., 2019) 

CCL2 Skrandžio 

 

Cisplatinai Apoptozė ir autofagija ↓ 

p62-NF-κB ↑; CCL2 ↑ 

(Xu et al., 2018) 

CCL5 Krūties Tamoksifenui Apoptozė ↓ 

STAT3 ↑ 

(Yi et al., 2013) 

↑ – kiekio/proceso didėjimas/aktyvinimas; ↓ – kiekio/proceso mažėjimas/slopinimas. 

AR – androgeno receptoriaus signalinis kelias. 

1.5. Serpinai  

Serino proteazių inhibitoriai (serpinai) yra gausiausia proteazių inhibitorių 

grupės superšeima. Jie yra svarbūs angiogenezės, uždegimo reguliacijai, 

audinių persitvarkymui, gali kontroliuoti programuotą ląstelių žūtį ar ląstelių 

vystymąsi. Sutrikusios serpinų funkcijos yra siejamos su įvairiomis ligomis, 

tame tarpe ir su vėžiu (Maas, de Maat, 2021, Mkaouar et al., 2019). Serpinai 

pasižymi panašia struktūra, kurią sudaro trys β-klostės, aštuonios-devynios 

α-spiralės ir aktyvioji centro kilpa, kuri specifiškai reguliuoja proteazių 

prijungimą ir slopinimą. Serpinai proteazes slopina negrįžtamai. Slopinimo 
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metu proteazė hidrolizuoja serpino aktyviąją centro kilpą, o tai lemia 

konformacinius pokyčius abiejose molekulėse, dėl kurių susidaro stabilus 

serpino-proteazės kompleksas (Marijanovic et al., 2019). Visi serpinai, 

išskyrus B grupę, yra sekretuojami ir veikia ECM, o B grupės serpinai neturi 

sekrecijai būtinos N-galo signalinės sekos, todėl yra viduląsteliniai (Askew, 

Silverman, 2008, Paczek, Mroczko, 2022). Serpinai pagal funkcijas yra 

skirstomi į slopinančius ir šia funkcija nepasižyminčius serpinus (Sanrattana 

et al., 2019, Wilkinson, 2021). Šiame darbe tirti serpinai E1, E2, B1 ir B5. 

Serpinas E1 (SE1), dar kitaip vadinamas plazminogeno aktyvatoriaus 

inhibitorius-1 (PAI-1) – labiausiai ištirtas serpinas vėžio kontekste (Paczek, 

Mroczko, 2022). SE1 taikiniai yra audinių (tPA) ir urokinazės (uPA) 

plazminogeno aktyvatoriai (Wilkinson, 2021). tPA ir uPA ECM esantį 

plazminogeną verčia aktyviu plazminu, kuris skaido ECM. Plazminogeno 

aktyvatoriai (tPA ir uPA), inhibitoriai (SE1 ir SB1) bei receptoriai sudaro 

plazminogeno aktyvinimo sistemą. Šios sistemos narių raiškos pokyčiai 

vėžinėse ląstelėse keičia naviko mikroaplinką ir palaiko augimą skatinančius 

signalus. Plazminogeno aktyvinimo sistema turi įtakos vėžinių ląstelių 

augimui, invazijai, metastazavimui ir chemoterapinių vaistų sukeltam 

atsparumui (Bharadwaj et al., 2021). Nors SE1 slopina plazminogeno virtimą 

plazminu ir ECM persitvarkymą, jo kiekio padidėjimas vėžinėse ląstelėse 

dažnai koreliuoja su bloga vėžiu sergančių pacientų baigtimi. SE1 skatina tam 

tikrų tipų navikų vystymąsi, nes yra svarbus ląstelių migracijai, invazijai, 

proliferacijai ir kraujagyslių susidarymui (Kubala, DeClerck, 2019, S. Li et 

al., 2018). CRC atveju SE1 kiekis yra padidėjęs ir dar labiau išauga esant 

metastazėms, o jo raiškos nuslopinimas sumažina ląstelių gyvybingumą (Chen 

et al., 2015). SE1 skatindamas ECM metalo proteinazės 13 (MMP-13) raišką 

ir sekreciją osteosarkomos ląstelėse skatina jų invaziją ir metastazavimą 

(Hirahata et al., 2016). SE1 per PI3K/AKT signalinį kelią skatina galvos ir 

kaklo vėžio ląsteles migruoti ir padaro jas atsparias cisplatinos sukeltai 

apoptozei (Pavon et al., 2015). Taip pat SE1 per CCL5/CCR5 signalinį kelią 

indukuoja trigubai neigiamų krūties vėžio ląstelių migraciją (W. Zhang et al., 

2018). Esant hipoksinėms sąlygoms HIF-2α didina SE1 kiekį, kuris 

mažindamas plazmino kiekį indukuoja angiogenezę (Geis et al., 2015). Paties 

SE1 raiška yra reguliuojama įvairių veiksnių, kurie taip pat prisideda prie 

naviko vystymosi: augimo faktorių (EGF, TGF-β), citokinų (IL6, TNFα, 

IL1α) ar tam tikrų streso veiksnių, pavyzdžiui, hipoksijos (HIF-1α) (S. Li et 

al., 2018). 

Serpino E2 (SE2), dar vadinamo proteaze neksinu-1 (PN-1), pagrindiniai 

taikiniai yra trombinas, tPA ir uPA (Wilkinson, 2021). Fiziologiškai SE2 yra 

svarbus angiogenezei, ECM persitvarkymui ir kraujo krešėjimui (Monard, 
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2017), o vėžinėse ląstelėse – metastazavimui, invazijai, proliferacijai, 

angiogenezei ir apoptozei (Y. Yang et al., 2018). SE2 kiekis yra padidėjęs 

daugelyje navikų, tame tarpe ir CRC (Y. Yang et al., 2018). CRC atveju SE2 

kiekis yra padidėjęs ląstelėse, turinčiose mutacijas KRAS arba BRAF genuose. 

RAS/RAF/MEK/ERK signalinis kelias, kurio dalyviai yra KRAS ir BRAF, 

indukuoja SE2 raišką. CRC ląstelėse SE2 yra susijęs su ląstelių proliferacija, 

invazija ir migracija (Bergeron et al., 2010). SE2 taip pat yra susijęs su 

atsparumu priešvėžiniams vaistams bortezomibui ir doksorubicinui bei didina 

ląstelės ciklo baltymų ciklino D1 ir CDK4 kiekį osteosarkomos ląstelėse 

(Mao, Wang, 2016). SE2 turi įtakos DNR reparacijai taip prisidėdamas ir prie 

plaučių vėžio ląstelių atsparumo radioterapijai, be to, yra svarbus šių ląstelių 

invazyvumui ir metastazavimui (J. Zhang et al., 2022). Krūties vėžio ląstelėse 

EGF/PKC/MAPK/EGR1 signalinio kelio aktyvinimas didina SE2 kiekį, kuris 

skatina šių ląstelių invaziją, migraciją ir kamieniškumą (Tang et al., 2019). 

Serpino B1 (SB1), dar kitaip vadinamo leukocitų elastazės inhibitoriumi, 

taikiniai yra neutrofilų elastazė, katepsinai G ir L bei proteinazė-3 (Wilkinson, 

2021). SB1 neturi sekrecinės signalinės sekos todėl yra citoplazminis 

baltymas (Pemberton, 2020). SB1 dažniausiai yra ekspresuojamas imuninių 

ląstelių nors jo raiška nustatoma ir kitų tipų ląstelėse (Torriglia et al., 2017). 

Pagrindinė SB1 funkcija – apsaugoti ląsteles nuo streso metu į citoplazmą 

išsiliejusių proteazių, kurios gali sukelti uždegimą ir ląstelių žūtį (Majewski 

et al., 2016) SB1 slopina uždegimines kaspazes-1, 4 ir 5, kurios indukuoja 

ląstelių žūtį – piroptozę. SB1 kaspazes slopina ne per aktyviojo centro kilpą, 

o per C-gale esantį CARD domeną prijungiantį motyvą (Choi et al., 2019). 

Kita ląstelių žūtis, kurią gali indukuoti SB1 – nuo kaspazių nepriklausoma 

apoptozė. Jos metu SB1 yra hidrolizuojamas, virsta endonukleaze L-DNaze 

II, kuri keliauja į branduolį ir skaido DNR (Jaadane et al., 2014, Torriglia et 

al., 2017). SB1 raiška yra nustatoma ir vėžinėse ląstelėse, tačiau duomenų apie 

jo reikšmę vėžio vystymuisi nėra daug. Žinoma, kad SB1 kiekis yra sumažėjęs 

prostatos (Lerman et al., 2019), gliomos (Huasong et al., 2015) atvejais, o tai 

skatina vėžinių ląstelių proliferaciją, invaziją ir migraciją. 

Serpinas B5 (SB5), dar žinomas kaip maspinas, yra netipinis, slopinimo 

funkcijų neatliekantis serpinų šeimos narys (Bodenstine et al., 2012, 

Wilkinson, 2021). Kitaip nei proteazes slopinantys serpinai, SB5 turi 

sutrumpėjusią hidrofobinę RCL, todėl negali prisijungti proteazių (Gurzu, 

Jung, 2021). SB5 yra ekspresuojamas daugelyje audinių ar organų, o 

navikuose jo raiška gali būti tiek padidėjusi, tiek sumažėjusi (Banias et al., 

2019). Padidėjusi SB5 raiška nustatyta CRC, kasos, tulžies pūslės ir 

skydliaukės, o sumažėjusi – krūties, prostatos, skrandžio ir melanomos vėžio 

atvejais (Q. Yang et al., 2018). Vėžinėse ląstelėse SB5 raišką gali indukuoti 
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TGF-β1 nuo SMAD2/3 priklausomu ir nuo SMAD nepriklausomais 

signaliniais keliais per p38-MAPK ir MEK1/2 (Wongnoppavich et al., 2017). 

SB5 geno raišką aktyvina ir PTEN-p53, kurie jungiasi prie SB5 geno 

promotoriaus (Collaud et al., 2015, Lin et al., 2019). 

Fiziologinėmis sąlygomis SB5 palaiko normalią ląstelių homeostazę, 

slopina ląstelių invaziją ir angiogenezę, reguliuoja apoptozę, adheziją, atsaką 

į oksidacinį stresą, palaiko proteasomų funkcijas, slopina uPA ir tPA, o 

vėžinėse ląstelėse moduliuoja ląstelių migraciją, invaziją, adheziją, apoptozę 

ir angiogenezę (Chen, Yates, 2006, Gurzu, Jung, 2021). SB5 funkcijos 

priklauso nuo jo lokalizacijos. Jis gali būti ECM, plazminėje membranoje, 

citoplazmoje, branduolyje ar sekrecinėse pūslelėse (Gurzu, Jung, 2021). SB5 

funkcijos apibendrintos 1.4 pav. 

Tarpląsteliniame užpilde SB5 prisijungia prie iš uPA ir jo receptoriaus 

(uPAR) sudaryto komplekso, o tai lemia komplekso internalizaciją. Dėl to 

sumažėja aktyvaus plazmino kiekis ir ląstelių migracija, nes plazminas skaido 

ECM ir didina ląstelių judrumą (Fortenberry, 2015). Vėžinėse ląstelėse uPA-

uPAR kompleksas sąveikauja su integrinais ir aktyvina viduląstelinius 

signalinius kelius, skatinančius ląstelių migraciją, proliferaciją, išgyvenimą, 

angiogenezę ir ECM degradaciją. Padidėjusi SB5 koncentracija ECM lemia 

šių procesų slopinimą (Fodor et al., 2020). 

Citoplazmoje SB5 oksidacinio streso metu sąveikaudamas su glutationo-

S-transferaze (GST) didina jos aktyvumą ir mažina ROS kiekį (Gurzu, Jung, 

2021, Yin et al., 2005). Ląstelėje atsiradus apoptozę skatinančių signalų SB5 

iš citozolio gali būti perkeltas į mitochondrijas. Jose SB5 konkuruoja su 

citochromu c, esančiu ant vidinės mitochondrijos membranos, ir su didesniu 

afiniškumu prisijungia prie fosfolipido – kardiolipino. SB5 prie neigiamą 

krūvį turinčio kardiolipino jungiasi per savo teigiamai įkrautą regioną, 

sudarytą iš lizino liekanų. Laisvas citochromas c patenka į citozolį ir 

indukuoja apoptozę (Mahajan et al., 2019). SB5 gali indukuoti apoptozę ir per 

histonų deacetilazės 1 (HDAC1) slopinimą. HDAC1 deacetilina apoptozę 

slopinantį baltymą KU70, kuris yra prisijungęs apoptozę skatinantį baltymą 

BAX. HDAC1 slopinimas lemia KU70 acetilinimą ir BAX disociaciją, jo 

translokaciją į mitochondrijas ir apoptozės indukciją (Lee et al., 2012). 

Branduolyje esantis SB5 yra susijęs su genų raiškos reguliacija (Reina et 

al., 2019). SB5 yra mažas 42 kDa baltymas, kuris į branduolį gali patekti 

pasyvia difuzija per poras, be to turi branduolio lokalizacijos seką (NLS) 

(Reina et al., 2019). NLS yra dalinai paslėpta, tad SB5 pernašai į branduolį 

reikalingi konformaciniai pokyčiai, kuriuos sukelia SB5 tirozino liekanų 

fosforilinimas. SB5 fosforilinimas priklauso nuo EGF-EGFR aktyvinamų 

signalinių kelių – PI3K-AKT ir JAK2-STAT3 (Longhi et al., 2021). 
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Branduolyje SB5 gali jungtis prie naviko progresijai svarbių genų CSF-1, 

ESRRA (Goulet et al., 2011) ir androgeno receptoriaus (Tang et al., 2020) 

promotorių ir slopinti jų raišką. SB5 reguliuoja genų raišką tiesiogiai 

prisijungdamas ir slopindamas HDAC1, kurio taikiniais vėžinėse ląstelėse gali 

būti ciklinas D1, p21, MMP9 ir vimetinas (Li et al., 2006, Lin et al., 2019, 

Tamazato Longhi et al., 2016). 

 

1.4 pav. Serpino B5 (SB5) raiškos indukcija ir funkcijos. SB5 lokalizuojasi branduolyje, 

citoplazmoje ir tarpląsteliniame užpilde (ECM). Pastorintu šriftu nurodyti baltymai, kurių 

koduojančiuose genuose CRC atveju dažniausiai įvyksta mutacijos. Cit c – 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.  Autofaginių membranų biogenezė 

Makroautofagija (toliau autofagija) – tai eukariotinių ląstelių homeostazės 

palaikymo procesas, kurio metu viduląsteliniai komponentai, tokie kaip 



31 

organelės, baltymų agregatai, patogenai, makromolekulės, yra apgaubiami 

dvigubą membraną turinčių pūslelių ir nunešami į lizosomas degradacijai 

(S. Kumar et al., 2021). Fiziologinėmis sąlygomis autofagija vyksta baziniu 

lygiu, kuris skiriasi tarp ląstelių tipų. Bazinės autofagijos metu yra 

suskaidomos nereikalingos organelės, ilgai gyvuojantys baltymai, palaikoma 

bendra ląstelių homeostazė (Klionsky et al., 2021). Evoliuciškai autofagijos 

paskirtis yra apsaugoti ląstelę nuo nepalankių sąlygų, pavyzdžiui, maisto 

medžiagų trūkumo, oksidacinio streso, hipoksijos ar patogenų invazijos (X. Li 

et al., 2020). 

Aktyvinus autofagiją fagoforo surinkimo vietoje, kuri yra ant šiurkščiojo 

endoplazminio tinklo (ET), susidaro mažos plokščios membraninės 

struktūros, vadinamos fagoforais. Toliau fagoforai tįsta, apvalėja – susidaro 

omegasomos, kurios didėdamos apgaubia citoplazminį turinį. Omegasomos 

didėja tol, kol užsidaro susidarant dvigubą membraną turinčioms pūslelėms – 

autofagosomoms. Autofaginės membranos susidaro iš ATG9 baltymą turinčių 

pūslelių, kurių šaltinis yra kitos membraninės organelės: plazminė membrana, 

Goldžio kompleksas, mitochondrijos, endosomos ir ET. Autofagosomoms 

susiliejus su lizosomomis susidaro autolizosomos. Galiausiai autolizosomų 

turinys kartu su vidine membrana yra suskaidomi lizosomų hidrolazių, o 

hidrolizės produktai yra grąžinami atgal į citoplazmą ir panaudojami naujų 

molekulių ar organelių atnaujinimui (Dikic, Elazar, 2018). 

Pagal molekulinius mechanizmus autofagija yra skirstoma į kelias stadijas: 

1) iniciaciją, 2) fagoforo užuomazgos susidarymą, 3) fagoforo/omegasomos 

elongaciją, 4) autofagosomos susidarymą, 5) susiliejimą su lizosomomis ir 

6) krovinio suskaidymą. Autofagiją inicijuoja ULK kinazės kompleksas, 

sudarytas iš ATG13, FIP200, ATG101 ir ULK1 arba ULK2 baltymų. Esant 

įprastoms sąlygoms pagrindinis autofagijos inhibitorius mTORC1 fosforilina 

ATG13 ir ULK1/2, taip slopindamas iniciaciją. Aplinkoje atsiradus autofagiją 

skatinantiems signalams mTORC1 yra slopinimas ir susiformuoja baltymų 

platforma, sudaryta iš ULK kompleksų, kurie pritraukia ATG baltymus ir juos 

fosforilina. ULK kompleksas tiesiogiai fosforilina ATG4B, ATG9, ATG14 ir 

kitus su autofagija susijusius baltymus, kurie yra svarbūs autofagosomų 

biogenezei. Antrai autofagijos stadijai – fagoforo membranos užuomazgos 

susidarymui yra svarbus III klasės fosfatidilinozitol-3-kinazės kompleksas 

(PI3KC3), sudarytas iš VPS34 (PIK3C3), VPS15 (PIK3R4), Beclin-1 ir 

ATG14 baltymų. Šis kompleksas fagoforo membranoje esantį 

fosfatidilinozitolį verčia į fosfatidilinozitolio 3-fosfatą (PI3P), kuris pritraukia 

autofagosomų biogenezei svarbius baltymus. Prie PI3P prisijungia DFCP1 ir 

WIPI1-4 baltymai, kurie skirtingu afiniškumu pritraukia ATG2. 



32 

 
1.5 pav. Autofagosomų biogenezė. LC3 – pirminė LC3 forma, LC3-I – citoplazminė LC3 

forma, LC3-II – prie autofagosomų membranų prijungta lipidinė LC3 forma, PI3P – 

fosfatidilinozitolio 3-fosfatas, PE – fosfatidiletanolaminas. Parengta remiantis Dikic, Elazar, 

2018 ir Xu et al. 2020. 

Fagoforo elongacijai yra svarbios dvi į ubikvitino sistemą panašios 

baltymų sistemos: ATG12 ir LC3. Vienos iš šių sistemų veikimo metu, į 

ubikvitiną panašus baltymas ATG12 sudaro izopeptidinį ryšį su ATG5. Šią 

reakciją vykdo E1 tipo fermentas ATG7 ir E2 tipo fermentas ATG10. 

Galiausiai du ATG5-ATG12 konjugatai prisijungia prie ATG16L1 duplekso 

ir susidaro šešių baltymų kompleksas (ATG16L1 kompleksas), kuris per 

ATG16L1 jungiasi prie WIPI baltymo, esančio ant fagoforo membranos. 

ATG16L1 kompleksas atlieka E3 tipo fermento funkciją prijungiant LC3 

baltymą prie autofaginėse membranose esančio fosfatidiletanolamino (PE). 

Antrosios į ubikvitino sistemą panašios autofaginių baltymų sistemos veikimo 
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metu PE yra kovalentiškai prijungiamas prie ATG8 šeimos baltymų, kuriems 

priklauso LC3 ir GABARAP baltymai. Pirmiausia ATG8 šeimos baltymai C 

gale yra hidrolizuojami ATG4 proteazės, kad būtų atidengta glicino liekana. 

Tada ATG7, ATG3 ir ATG16L1 kompleksas, veikdami vienas paskui kitą, 

prijungia ATG8 šeimos baltymus prie fagoforo membranoje esančio PE 

amino grupės. Autofaginėse membranose esantys ATG8 šeimos baltymai yra 

svarbūs autofagosomos susidarymui, susiliejimui su lizosomomis ir 

selektyvios autofagijos receptoriaus pažymėto krovinio atpažinimui 

(1.7 skyrius) (Hansen et al., 2018, X. Li et al., 2020, Nakatogawa, 2020, J. L. 

Xu et al., 2020). Autofagosomų biogenezės schema pavaizduota 1.5 pav. 

1.6.2.  Autofagijos reikšmė vėžiui ir atsparumui 

Autofagija atlieka dvigubą vaidmenį vėžio vystymesi (Lim et al., 2021, 

Singh et al., 2018). Kol ląstelės yra sveikos, autofagija įvairiais mechanizmais 

slopina ląstelių transformaciją į vėžines (Rybstein et al., 2018). Vienas iš 

apsaugos mechanizmų yra pažeistų mitochondrijų pašalinimas, kurios yra 

pagrindinis ROS šaltinis. ROS pažeidžia įvairias makromolekules (baltymus, 

lipidus bei DNR) ir vietoj ląstelių žūties gali būti indukuojamas naviko 

vystymasis (Laura et al., 2015). ROS taip pat skatina uždegimo molekulių, 

tokių kaip IL1β ar IL18, sekreciją (Checa, Aran, 2020), o tai taip pat gali daryti 

teigiamą įtaką vėžio vystymuisi (1.4 skyrius). Dar vienas autofagijos būdas 

apsaugoti sveikas ląsteles – patogenų pašalinimas. Virusai, kurie integruoja 

savo DNR į šeimininko genomą ir pakeičia svarbius signalinius kelius, yra 

vadinami onkovirusais. Jie gali pakeisti ląstelės proliferacijos, diferenciacijos 

signalinius kelius, turėti įtakos genominiam stabilumui, apoptozei ar 

imuniniam atsakui, o šių procesų sutrikimai indukuoja vėžio vystymąsi 

(Suares et al., 2021). Autofagija taip pat pašalina genominį nestabilumą 

sukeliančius veiksnius, tokius kaip mikrobranduolius (Bartsch et al., 2017), 

endogeninius retrotranspozonus (Frankel et al., 2017) ir pažeistą DNR 

turinčius chromatino fragmentus (Han et al., 2020). Be to, autofagijos metu 

yra suskaidomos uždegimą skatinančios molekulės ir tai neleidžia vystytis 

lėtiniam uždegimui, kuris yra stiprus onkogenezę skatinantis veiksnys (Zhong 

et al., 2016). 

Nors autofagija slopina naviko vystymąsi sveikose ląstelėse, tačiau joms 

tapus vėžinėms, autofagija padeda prisitaikyti prie nepalankių sąlygų ir 

išgyventi (Chavez-Dominguez et al., 2020, Towers et al., 2020). Vėžinėse 

ląstelėse metabolizmas pakinta taip, kad greitai augančios ląstelės galėtų 

apsirūpinti ATP bei kitomis molekulėmis, kurios yra būtinos makromolekulių 

biosintezei (Lasche et al., 2020). Metabolizmo pokyčiams svarbi autofagija, 
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nes jos substratai yra įvairūs, o degradacijos produktai gali būti panaudoti 

daugelyje metabolinių kelių. Pavyzdžiui, angliavandenių ir DNR skaidymas 

padidina glikolizės substratų kiekį, o baltymų ir lipidų – Krebso ciklo. 

1.3 lentelė. Autofagijos reikšmė atsparumui. 

Ląstelių linija Atsparumas Autofagija* Slopinimas** Šaltinis 

Plaučių vėžys 

A549 Cisplatinai ↑ WO, CQ, 3-MA, 

ATG5↓, Beklinas-1↓ 

(W. Li et al., 2020) 

SPC-A1 Docetakseliui - ATG12↓ (Pan et al., 2015) 

NCI-H23 Paklitakseliui ↑ Beklinas-1↓ (W. Liu et al., 2019) 

Nosiaryklės vėžys 

CHE-1, HNE-1 Taksoliui ↑ 3-MA, Beklinas-1↓ (Song et al., 2017) 

CHE-1, HNE-1 Cisplatinai, 

Nedplatinai 

- Bafilomicinas A (Liu et al., 2015) 

Osteosarkoma 

MG63, U2OS Cisplatinai ↑ 3-MA (Jiang et al., 2017) 

MG63 Cisplatinai ↑ Beklinas-1↓ (Wu et al., 2014) 

Krūties vėžys 

MDA-MB-231, 

MDA-MB-468 

Taksoliui - CQ (R. X. Wang et al., 

2019) 

MDA-MB-231, 

SUM159PT 

Epirubicinui ↑ CQ, ATG5↓, ATG7↓ (Chittaranjan et al., 

2014) 

MDA-MB-231 Paklitakseliui, 

Epirubicinui, 

Cisplatinai 

↑ Spautinas-1, FIP200↓, 

ATG13↓ 

(Wen et al., 2015) 

MDA-MB-468,  

BT-549 

5-FU, 

Doksorubicinui 

↑ Bafilomicinas A, 

ATG5↓ 

(C. K. Das et al., 2018) 

Gimdos kaklelio vėžys 

HeLa Paklitakseliui  ↑ 3-MA, ATG7↓ (Peng et al., 2014) 

Skrandžio vėžys 

SGC7901 Vinkristinui, 

5-FU, 

Cisplatinai 

 ↑ 

CQ, ATG12↓ (An et al., 2015) 

Glioblastoma 

U251, U87, 

LN229 

Temozolomidui  - CQ 
(Golden et al., 2014) 

Kolorektalinis vėžys 

DLD1  5-FU - 3-MA, ATG7↓ (Li et al., 2010) 

HCT8  5-FU ↑ CQ (M. Wang et al., 2018) 

HCT116, SW480  OxaPt ↑ CQ (H. Wang et al., 2021) 

*Autofagijos lygis atspariose ląstelėse lyginant su jautriomis. 

** Autofagijos slopinimas, didinantis ląstelių jautrumą vaistams. 

↑ – autofagijos aktyvinimas; ↓ – autofagijos baltymų kiekio mažinimas. 

Inhibitoriai: WO – vortmaninas, CQ – chlorokvinas, 3-MA – 3-metiladeninas, bafilomicinas A; 

spautinas-1. Inhibitorių veikimo mechanizmai pateikti 1 pr. 1 pav. 
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Autofagija vėžinėms ląstelėms suteikia didžiulį metabolinį plastiškumą ir 

gebėjimą prisitaikyti prie energijos bei maisto trūkumo, hipoksijos ir kitų, su 

metabolizmu susijusių, neigiamų sąlygų (Chavez-Dominguez et al., 2020, 

Kimmelman, White, 2017). Jei vėžinėse ląstelėse autofagija vyksta 

netinkamai, jose kaupiasi ROS ir pažeistos organelės, sulėtėja riebalų rūgščių 

oksidacija, glikolizė, pažeistos DNR skaidymas, sumažėja ATP ir nukleotidų 

kiekis (Guo et al., 2016, Poillet-Perez et al., 2019). Autofagijos įtaka 

vėžinėms ląstelėmis skiriasi tarp skirtingų vėžio tipų. Vėžinėse ląstelėse, 

kuriose RAS-RAF-MEK-ERK signalinis kelias yra suaktyvėjęs, yra 

jautresnės autofagijos slopinimui (Bryant et al., 2020, Kinsey et al., 2019). 

Pavyzdžiui, įvairiose vėžinėse ląstelėse, tame tarpe ir HCT116, turinčiose 

mutavusį KRAS geną, bazinės autofagijos lygis yra padidėjęs, o autofagijos 

proceso slopinimas sukelia ląstelių žūtį ir slopina navikų augimą (Guo et al., 

2011). 

Autofagija yra susijusi ne tik su vėžinių ląstelių gebėjimu išgyventi, bet ir 

su atsparumu chemoterapiniams vaistams (Ho, Gorski, 2019). Yra žinoma, 

kad autofagija suintensyvėja vaistams atspariose vėžinėse ląstelėse, 

pavyzdžiui, plaučių (W. Li et al., 2020), skrandžio (An et al., 2015), 

kolorektalinio (H. Wang et al., 2021) ir kt., o jos slopinimas padaro ląsteles 

jautresnes vaistų poveikiui (1.1 lentelė). Padidėjęs autofagijos aktyvumas yra 

susijęs su apoptozę skatinančių molekulių raiškos mažinimu (C. K. Das et al., 

2018, Jiang et al., 2017), autofagijoje dalyvaujančių baltymų skaidymo 

proteasomose slopinimo (H. Wang et al., 2021) arba autofagijos genų raiškos 

didinimo epigenetiškai (M. Wang et al., 2018). Apibendrinti duomenys apie 

autofagijos svarbą įgytam atsparumui pateikti 1.3 lentelėje. 

1.7. Selektyvi autofagija ir p62 funkcijos 

Priklausomai nuo krovinio patekimo į autofagosomą molekulinio 

mechanizmo autofagija gali būti skirstoma į neselektyvią arba selektyvią 

(Gatica et al., 2018). Neselektyvios autofagijos metu citoplazmos 

komponentai, esantys šalia besiformuojančios autofagosomos, atsitiktinai 

patenka į jos vidų ir yra suskaidomi. Tokiu būdu yra palaikoma homeostazė. 

Vykstant selektyviai autofagijai kroviniai yra parenkami specifiškai, taip 

palaikant organelių kiekį ir kokybę bei apsaugant ląsteles nuo baltymų 

agregatų ar patogenų (Gubas, Dikic, 2022). Kroviniais gali būti baltymų 

agregatai, peroksisomos, mitochondrijos, ET, lizosomos, branduolys, Goldžio 

kompleksas, proteasomos, ribosomos, lipidų lašeliai, viduląsteliniai patogenai 

ar makromolekulės (Beese et al., 2019, Chang, Yang, 2022, Gatica et al., 

2018). Juos atpažįsta tam tikri baltymai – autofagijos receptoriai, kurie 
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specifiškai prisijungia prie krovinio ir jį nukreipia į autofagosomas. 

Autofagijos receptoriai pasižymi dviem pagrindinėmis savybėmis: krovinio 

atpažinimu ir gebėjimu prisijungti prie autofaginių membranų per ATG8 

šeimos baltymus (LC3, GABARAP). Receptoriai prie LC3 jungiasi per su 

LC3 sąveikaujantį regioną (LIR), o prie GABARAP – su GABARAP 

sąveikaujančiu motyvu (GIM) (Kirkin, Rogov, 2019). Pagal krovinio 

atpažinimą receptoriai skirstomi į du tipus: prie ubikvitino prisijungiantys 

receptoriai (p62/SQSTM1, NBR1, CALCOCO2) ir organelių receptoriai 

(BNIP3, NIX/BNIP3L, FAM134B) (Gatica et al., 2018). 

Autofagijos receptorius p62, kuris dar vadinamas SQSTM1, atpažįsta 

ubikvitilintus krovinius: pažeistas mitochondrijas, agregavusius baltymus bei 

į ląsteles patekusias bakterijas (Sanchez-Martin et al., 2019). Ląstelei patiriant 

stresą p62 koduojančio geno SQSTM1 raiška yra indukuojama transkripcijos 

faktorių: esant oksidaciniam stresui – NRF2 (Vomund et al., 2017), uždegimo 

atveju – NF-κB (Sultana et al., 2021), o metabolinio streso metu – MiT/TFE 

(M. Yang et al., 2018). 

 

1.6 pav. Baltymo p62 domenai ir funkcijos. Schemoje pateiktos p62 potransliacinės 

modifikacijos ir jas įvedantys baltymai bei su p62 sąveikaujantys baltymai ir jų reguliuojami 

signaliniai keliai ar procesai. NLS1/2 – branduolio lokalizacijos seka, NES – išnešimo iš 

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 – kaspazė-1/8. Parengta remiantis Hennig et al., 2021. 

p62 yra susijęs ne tik su autofagija, bet ir su kitais procesais, tokiais kaip 

proliferacija, uždegimas, apoptozė ar diferenciacija, kuriuos reguliuoja 

mTOR, NF-κB ir NRF2 (Hennig et al., 2021). p62 daugiafunkciškumą lemia 

įvairūs domenai: N-galo Phox1 ir Bem1p domenas (PB1), cinko pirštų 

motyvas (ZZ), TRAF6 prijungiantis motyvas (TB), su LC3 sąveikaujantis 

regionas (LIR), su Keap1 sąveikaujantis regionas (KIR) ir su ubikvitinu 

susijęs domenas (UBA). p62 taip pat turi dvi branduolio lokalizacijos sekas ir 
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vieną išnešimo iš branduolio seką (Hennig et al., 2021, Sanchez-Martin et al., 

2019). Kadangi p62 yra susijęs ne tik su autofagija, bet ir kitais ląstelei 

gyvybiškai svarbiais procesais, jo aktyvumas yra griežtai valdomas (Hennig 

et al., 2021). Tam yra svarbios potransliacinės modifikacijos: ubikvitilinimas, 

fosforilinimas, acetilinimas, proteolitinis skėlimas ir disulfidinių tiltelių 

susidarymas (Berkamp et al., 2021). p62 domenai, su jais sąveikaujantys 

baltymai, jų reguliuojami signaliniai keliai ar procesai bei potransliacinės 

modifikacijos ir jas įvedantys baltymai apibendrinti 1.6 pav. 

Selektyvi autofagija. Baltymo N-gale esantis PB1 domenas yra svarbus 

p62 oligomerizacijai, kuri aktyvina jo prisijungimą prie ubikvitilintų taikinių 

bei fagoforo membranos (Wurzer et al., 2015). Oligomerizaciją slopina PB1 

domeną ubikvitilinanti ubikvitino ligazė TRIM21 (Pan et al., 2016) bei mažos 

nekoduojančios vRNR1-1 (angl. vault RNA1-1) prisijungimas prie ZZ 

domeno (Horos et al., 2019). Esant oksidaciniam stresui p62 molekulėje tarp 

Cys105 ir Cys113 susidaro tarpmolekuliniai disulfidiniai tilteliai, kurie 

skatina p62 oligomerizaciją ir p62 dalyvavimą autofagijoje (Carroll et al., 

2018). p62 savo taikinius atpažįsta ir prie jų prisijungia per UBA domeną 

(Lee, Weihl, 2017). Toksiškų baltymų sukeltas stresas indukuoja Ser407 

fosforilinimą, kuris lemia UBA domeno atidengimą ir ubikvitilintų baltymų 

prijungimą, o sekantis Ser407 fosforilinamas padidina prisijungimo prie 

ubikvitino afiniškumą. (Lim et al., 2015, Sanchez-Martin et al., 2019). UBA 

domeno Lys420 ir Lys435 acetilinimas skatina nuo p62 priklausomą 

selektyvią autofagiją bei iš p62 ir ubikvitilintų baltymų sudarytų agregatų 

susidarymą (You et al., 2019). Citoplazmoje p62 formuoja struktūras, 

vadinamas skysčio lašeliais, kurie leidžia su aplinka keistis komponentais. 

Toks fazių atskyrimas priklauso nuo PB1 ir UBA domenų (Berkamp et al., 

2021). Galiausiai p62 per LIR domeną jungiasi prie LC3-II, prisijungusio prie 

fagoforo membranos, ir kartu su kroviniu yra suskaidomas autolizosomose 

(Birgisdottir et al., 2013). 

Inflamasomų slopinimas. p62 yra svarbus ne tik selektyviai autofagijai, 

bet ir kitiems procesams (Hennig et al., 2021). Vienas iš jų – inflamasomos 

susirinkimo reguliacija (Takahama et al., 2018). Inflamasomos – tai uždegimą 

skatinantys citoplazminiai baltymų kompleksai. Jų susirinkimą indukuoja 

ląstelei pavojingi endogeniniai arba viduląstelinių patogenų signalai 

DAMP/PAMP (su pažeidimais/patogenais susijusios molekulinės struktūros) 

(Broz, Dixit, 2016). Dėl pažeistų mitochondrijų ląstelėje padaugėja ROS ir 

oksiduotos mitochondrinės DNR, o tai skatina inflamasomų susirinkimą 

(Broz, Dixit, 2016). Pažeistos mitochondrijos yra ubikvitilinamos, 

atpažįstamos p62 ir nukreipiamos degradacijai, taip slopinant inflamasomų 

susirinkimą ir uždegimą (Zhu, Liu, 2022). p62 taip pat tiesiogiai slopina 
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inflamasomas nukreipdamas jų struktūrinius baltymus (NLRP3, ASC, AIM2) 

autofaginiam skaidymui (Biasizzo, Kopitar-Jerala, 2020, Liu et al., 2016). 

 
1.7 pav. p62 baltymo funkcijos. p62 aktyvina NF-κB ir mTORC1 signalinius kelius, atsaką 

į oksidacinį stresą, dalyvauja selektyvioje autofagijoje bei slopina inflamasomų susirinkimą. 

Ub – ubikvitilinimas, P – fosforilinimas, PE – fosfatidiletanolaminas, ↑/↓ – proceso 

aktyvinimas/slopinimas, žirklės – p62 hidrolizė. 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 į oksidacinį stresą metu p62 nekanoniniu keliu aktyvina 

transkripcijos faktorių NRF2, kuris yra pernešamas į branduolį ir gali 

indukuoti kelių šimtų genų, tarp jų ir paties SQSTM1, transkripciją (Suzuki, 

Yamamoto, 2017, Vomund et al., 2017). p62 sąveikaudamas su ubikvitilintu 

taikiniu yra fosforilinamas ties Ser349, o tai leidžia per KIR domeną prijungti 

pagrindinį NRF2 inhibitorių KEAP1 (Ichimura, Komatsu, 2018). Įprastai 

KEAP1 kartu su CUL3 ir RBX1 sudaro E3 ubikvitino ligazės kompleksą 
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(Keap-CUL3-RBX1), kuris nukreipia NRF2 į proteasomas suskaidymui 

(Suzuki, Yamamoto, 2017). Oksidacinio streso metu p62 konkuruoja su NRF2 

dėl prisijungimo vietos ir suardo KEAP1-NRF2 sąveiką, tada laisvas NRF2 

yra nunešamas į branduolį, kuriame jungiasi prie antioksidacinio atsako 

elemento (ARE) ir indukuoja genų raišką (Vomund et al., 2017). 

mTORC1 signalinio kelio aktyvinimas. Nors p62 yra autofagijos 

receptorius, tačiau jis taip pat gali aktyvinti autofagijos inhibitorių mTORC1 

(Takahara et al., 2020). Įprastai mTORC1 aktyvumas priklauso nuo 

viduląstelinių ir užląstelinių signalų: augimo faktorių, hormonų, ATP ar 

aminorūgščių kiekio ląstelėje (Condon, Sabatini, 2019). p62 sąveikauja su 

mTORC1 komplekso Raptor baltymu, kuris yra svarbus komplekso 

susidarymui, lokalizacijai ląstelėje, stabilumui ir sąveikai su kitais baltymais 

(Saxton, Sabatini, 2017). Esant didelei aminorūgščių koncentracijai MEKK3 

kinazė jungiasi prie p62 PB1 domeno ir fosforilina Thr269 ir Ser272. Tada 

p62 sąveikauja su Rag baltymais, esančiais ant lizosomos membranos, ir 

pritraukia E3 ubikvitino ligazę TRAF6 ir mTORC1. TRAF6 ubikvitilina 

mTOR, o prie lizosomos membranos prisijungusi GTPazė RHEB aktyvina 

mTORC1. Tai lemia suintensyvėjusį anabolizmą ir ląstelių augimą (Katsuragi 

et al., 2015, Takahara et al., 2020). mTORC1 signalinį kelią gali aktyvinti p62 

hidrolizė. RIPK1 aktyvintai kaspazei-8 hidrolizavus p62 ties Asp329 yra 

pašalinamas C-galas, kuriame yra LIR ir UBA domenai, reikalingi autofagijai 

vykti, tada p62 N-galas yra perkeliamas ant lizosomos membranos, pritraukia 

mTORC1 ir jį aktyvina (Martens, 2018, Sanchez-Garrido et al., 2018). 

NF-κB signalinio kelio aktyvinimas. p62 gali aktyvinti NF-κB signalinį 

kelią (Taniguchi, Karin, 2018). NF-κB – tai baltymų šeima, kuriai priklauso 

transkripcijos faktoriai, reguliuojantys imuninį atsaką, uždegimą, ląstelių 

proliferaciją ir žūtį (Liu et al., 2017). Įprastai NF-κB signalinis kelias yra 

aktyvinamas IKK komplekso, kuris fosforilina NF-κB inhibitorių IκB ir 

nukreipia jį proteasominei degradacijai (Taniguchi, Karin, 2018). TNFα 

prisijungus prie TNFR1 ir jį aktyvinus, p62 per ZZ domeną prisijungia RIPK1 

ir per PB1 domeną – atipinę baltymų kinazę C (aPKC) ir sudaro kompleksą, 

kuris aktyvina IKK kompleksą ir NF-κB signalinį kelią (Ha et al., 2020). IL1β 

arba RANKL sąveikaujant su receptoriais yra pritraukiama E3 ubikvitino 

ligazė TRAF6. Tada TRAF6 vykdo autoubikvitilinimą, leidžiantį per TB 

domeną prisijungti p62, o prie jo jungiasi aPKC, kuri aktyvina IKK ir NF-κB 

signalinį kelią (Oh et al., 2021, Tao et al., 2020, Zotti et al., 2014). Kitas 

būdas, kuriuo p62 aktyvina NF-κB – nukreipia jo inhibitorių A20 (TNFAIP3) 

autofaginiam skaidymui (Kanayama et al., 2015). A20 pasižymi E3 ubikvitino 

ligazės ir deubikvitinazės aktyvumais. A20 deubikvitilina IKKγ ir neleidžia 
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susidaryti aktyviam IKK kompleksui, bei ubikvitilina RIPK1, dėl ko jis yra 

suskaidomas proteasomose (T. Das et al., 2018) 

DNR reparacijos reguliacija. p62 turi dvi įnešimo į branduolį sekas 

(NLS1/2) ir vieną išnešimo iš branduolio seką (NES) (Sanchez-Martin et al., 

2019). Branduolyje p62 nukreipia besikaupiančius baltymus į specifinius 

branduolio kūnelius, turinčius proteasomų subvienetus (Pankiv et al., 2010). 

p62 taip pat yra svarbus DNR reparacijai. p62 palengvina DNR reparacinės 

sistemos baltymų, tokių kaip FLNA ir RAD51, skaidymą proteasomose 

(Hewitt et al., 2016). Įvykus DNR pažaidoms yra indukuojamas prie jų 

esančių histonų poliubikvitilinimas, vykdomas E3 ubikvitino ligazės RNF168, 

kurią slopina p62 (Wang et al., 2017). 

Programuotos ląstelių žūties indukcija. Su išgyvenimo signalais 

dažniausiai siejamas p62 tam tikrais atvejais gali indukuoti ir ląstelių žūtį. 

Žūties receptorių DR4/5 indukuotai apoptozei vykti yra svarbus p62, dėl kurio 

vyksta žūties komplekso, sudaryto iš E3 ubikvitino ligazės CUL-3 ir 

iniciacijos kaspazės-8, agregavimas ir apoptozės aktyvinimas (Jin et al., 2009, 

Lee et al., 2021). Tam tikromis sąlygomis p62 gali indukuoti kitą žūties 

tipą – programuotą nekrozę, dar vadinama nekroptoze. Sutrikus MAP3K7 

geno raiškai ir nevykstant autofagijai RIPK1 jungiasi prie p62 ir pritraukia 

RIPK3 bei MLKL baltymus ir sudaro nekrosomą. Tada nekrosoma persikelia 

ant autofagosomų membranų ir aktyvina nekroptozę (Goodall et al., 2016, 

Yan et al., 2020). 

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

1.8. Apoptozė ir nekroptozė 

Ląstelių žūtis gali būti programuota arba neprogramuota. Neprogramuotai 

ląstelių žūčiai priskiriama nekrozė, o programuotai – apoptozė ir nekroptozė. 

Programuotos ląstelių žūtys dar gali būti lizinės ir nelizinės. Lizinėms ląstelių 

žūtims priklauso nekroptozė, kuri dar yra vadinama reguliuojama nekroze, o 

nelizinėms – apoptozė (Ketelut-Carneiro, Fitzgerald, 2022). 

Nekroptozės metu ląstelės praranda membranos vientisumą bei potencialą, 

į ląstelę veržiasi vanduo ir ECM esantys jonai, ląstelės brinksta kol galiausiai 

plyšta ir į užpildą išteka uždegimą skatinantys veiksniai. Apoptozės metu 

ląstelės plazminė membrana pūslėja, ląstelė didėja, branduolys 

fragmentuojasi, chromatinas kondensuojasi, ant ląstelės išorės yra 

eksponuojamas fosfatidilserinas, reiškiantis signalą „suvalgyk mane“, ir 

galiausiai susiformuoja apoptoziniai kūneliai (J. Chen et al., 2019). 

Apoptozė gali būti aktyvinama vidinių, nuo mitochondrijų priklausomų, 

arba išorinių, nuo žūties receptorių priklausomų, signalinių kelių (Cavalcante 
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et al., 2019). Vidinę apoptozę indukuoja viduląsteliniai streso veiksniai, tokie 

kaip, maisto ir augimo faktorių trūkumas, DNR pažaidos, ET stresas bei 

chemoterapija. Šiuo atveju yra aktyvinami tik BH3 domeną turintys baltymai 

(BID, NOXA, PUMA), kurie reguliuoja apoptozę (BAX, BAK) ir išgyvenimą 

(BCL-2) skatinančių baltymų veiklą. Aktyvinus vidinę apoptozę įvyksta 

mitochondrijų išorinės membranos permeabilizacija ir iš tarpmembraninės 

erdvės į citoplazmą išsilieja citochromas c. Citochromas c jungiasi prie 

APAF-1 ir inicijuoja jo oligomerizaciją, o heptamerinis APAF-1 kompleksas 

sąveikauja su prokaspaze-9 ir suformuoja apoptosomos kompleksą. 

Susidarius apoptosomai prokaspazė-9 yra aktyvinama, o aktyvi 

inicijuojančioji kaspazė-9 hidrolizuoja ir aktyvina vykdančiąsias kaspazes-3 

ir 7, galiausiai yra inicijuojama apoptozė (Cavalcante et al., 2019, Ketelut-

Carneiro, Fitzgerald, 2022). Išorinę apoptozę aktyvina ląstelės plazminėje 

membranoje esantys žūties receptoriai, prie kurių jungiasi ECM esančios 

signalinės molekulės – žūties ligandai. Žūties ligandai FASL, TNF, TRAIL, 

jungiasi prie specifinių receptorių, atitinkamai, FAS, TNFR1/2, DR4/DR5, ir 

iš citozolinės ląstelės pusės pritraukia adaptorines molekules FADD ir 

TRADD (Schwabe, Luedde, 2018). Šios molekulės sudaro kompleksą per 

homotipinę žūties domenų sąveiką, pritraukia prokaspazę-8 ir ją aktyvina. 

Aktyvi kaspazė-8 hidrolizuoja prokaspazes-3 bei 7, kurios sukelia apoptozę 

(Ketelut-Carneiro, Fitzgerald, 2022). Net ir esant žūties ligandams ląstelės 

gali išvengti žūties. FAS aktyvina žūtį įvairių tipų ląstelėse, o TNF-TNFR1/2 

signalinis kelias gali aktyvinti išgyvenimą, apoptozę ar nekroptozę. TNF 

atveju ląstelės žūsta jei yra slopinami antiapoptoziniai signalai, kuriuos 

dažniausiai indukuoja NF-κB (J. Chen et al., 2019, Schwabe, Luedde, 2018). 

Apoptozės reguliacija apibendrinta 1.8 pav. 

Nekroptozė yra indukuojama TNF molekulei prisijungus prie receptoriaus 

TNFR1 ir citozolyje susidarant I tipo kompleksui. Kompleksą sudaro 

TRADD, FADD, RIPK1, TRAF ir CIAP1/2. TRAF plazminėje membranoje 

ubikvitilina ir stabilizuoja RIPK1, FADD pritraukia prokaspazę-8, RIPK1 

mobilizuoja RIPK3. Susidarius I tipo kompleksui ląstelės gali išvengti žūties, 

žūti apoptozės arba nekroptozės būdu. Jei RIPK1 yra ubikvitilinimas 

tarpininkaujant cIAP ir TRAF2/5, žūtis yra sustabdoma. Jeigu RIPK1 

neubikvitilinamas, o RIPK3 aplinkoje nėra arba jo kiekis yra mažas, tada 

RIPK1 atsiskiria nuo I komplekso ir sudaro II kompleksą, kuris yra sudarytas 

iš FADD, TRADD bei kaspazės-8 ir yra indukuojama apoptozė. Tačiau 

ląstelėje esant pakankamam RIPK3 kiekiui, o kaspazė-8 yra slopinama, 

RIPK1 ir RIPK3 suformuoja kompleksą, kuris yra vadinamas nekrosoma, ir 

yra indukuojama nekroptozė. Susidarius nekrosomai RIPK3 yra aktyvinamas 

autofosforilinant, o fosforilintas RIPK3 pritraukia ir fosforilina MLKL, 



42 

sukeldamas jo oligomerizaciją ir aktyvinimą. pMLKL kompleksas yra 

perkeliamas prie viduląstelinių ir plazminės membranų, pažeidžia jų 

vientisumą ir sukelia nekroptozę (Ketelut-Carneiro, Fitzgerald, 2022). 

Nekroptozės reguliacija pavaizduota 1.8 pav. 

 

1.8 pav. Apoptozės ir nekroptozės reguliacija. Ub – ubikvitilinimas; P – fosforilinimas. 

Parengta remiantis Shalini et al. 2015, Ketelut-Carneiro, Fitzgerald, 2022. 
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2. MEDŽIAGOS IR METODAI 

2.1. Medžiagos ir tirpalai 

Ląstelių kultivavimui: 

EDTA (E6511, Sigma-Aldrich) ruošiamas PBS, galutinė koncentracija 

0,985 mM, sterilinamas autoklavuojant; 

Tripsinas (T4799, Sigma-Aldrich) ruošiamas EDTA tirpale, galutinė 

koncentracija 0,5 mg/mL, sterilinamas filtruojant per 0,22 µm dydžio poras 

turinčius filtrus (SVGPB1010, Merck); 

RPMI 1640 (61870036, Thermo Fisher Scientific) – ląstelių auginimo 

terpė (toliau terpė), skirta HCT116 ląstelių ir jų sublinijų kultivavimui; 

DMEM (11960044, Thermo Fisher Scientific) – terpė, skirta SW620 

ląstelių ir jų sublinijų kultivavimui; 

Negimusio veršelio serumas (FBS, angl. fetal bovine serum) (A0500-3230, 

Cegrogen biotech) naudojamas ląstelių kultivavimui; 

„GlutaMAXTM“ (35050061, Thermo Fisher Scientific) – stabilus 

glutaminas, naudojamas ląstelių kultivavimui; 

Penicilino ir streptomicino tirpalas (15070063, Thermo Fisher Scientific) 

naudojamas ląstelių kultivavimui. 

Chemoterapiniai vaistai ir inhibitoriai: 

5-fluoruracilas (5-FU) (Accord Healthcare) – pradinė koncentracija 

50 mg/mL. Eksperimentams skiedžiamas ddH2O; 

Oksaliplatina (OxaPt) (Accord Healthcare) – pradinė koncentracija 

5 mg/mL. Eksperimentams skiedžiamas ddH2O; 

Chlorokvinas (CQ) (C6628, Sigma-Aldrich) – autofagijos inhibitorius, 

sutrikdantis skaidymą lizosomose. Ruošiamas ddH2O (10 mg/mL), 

sterilinamas filtruojant. Eksperimentams naudojama koncentracija – 30 µM. 

Imunoblotingas: 

Glicerolis (505350501, Lachema) naudojamas mėginių ruošimui; 

Bromfenolio mėlis (227358, Sigma-Aldrich) – mėginių ruošimui; 

DTT (6908, Roth) – mėginių ruošimui; 

Tris (5429, Roth) – mėginių ruošimui, SDS-PAGE, elektroforezės, 

pernešimo ir TBS/T tirpalų gamybai; 

SDS (2326, Roth) – mėginių ruošimui, SDS-PAGE ir elektroforezės tirpalų 

gamybai; 

„Rotiphorese® Gel 40 (37.5:1)“ (T802, Roth) – akrilamido ir bisakrilamido 

tirpalas, naudojamas SDS-PAGE gamybai; 
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TEMED (T9281, Sigma-Aldrich) – SDS-PAGE gamybai; 

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

Glicinas (T873, Roth) – elektroforezės ir pernešimo tirpalų gamybai; 

Izopropanolis (9866, Roth) – pernešimo tirpalo gamybai ir MTT metodui; 

„Tween20®“ (9127, Roth) – TBS/T tirpalo gamybai; 

Vandenilio chloridas (07102, Honeywell) – Tris tirpalų pH mažinimui; 

4 × baltymų užnešimo dažas: 40 % glicerolio, 8 % SDS, 0,04 % 

bromfenolio mėlio, 0,4 M DTT ir 250,4 mM Tris-HCl, pH 6,8; 

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

Pusiau sauso pernešimo tirpalas: 48 mM Tris, 39 mM glicino, 1,3 mM 

SDS, 15 % izopropanolio; 

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

Antikūnų pašalinimo nuo membranos tirpalas: 10 mL 10 % SDS, 3 mL 

1 M Tris (pH 7,4), 0,39 mL 100 nM β-merkaptoetanolio. 

Kitos medžiagos ir tirpalai: 

Fosfatų buferinis druskų tirpalas (PBS) ruošiamas ddH2O ir sterilinamas 

autoklavuojant. Sudėtis: 171,1 mM NaCl (3957, Roth), 3,35 mM KCl (P9541, 

Sigma-Aldrich), 1,84 mM KH2PO4 (P5379, Sigma-Aldrich) ir 10,14 mM 

Na2HPO4 (P030, Roth) (pH 7,3); 

„Dulbecco“ fosfatų buferinis druskų tirpalas (DPBS) ruošiamas ddH2O ir 

sterilinamas autoklavuojant. Sudėtis: 136,9 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 

1,47 mM KH2PO4, 8,12 mM Na2HPO4, 0,9 mM CaCl2 (C7902, Sigma-

Aldrich) ir 0,83 mM MgSO4 (M2643, Sigma-Aldrich) (pH 7,3); 

„IGEPAL® CA-630“ (I7771, Sigma-Aldrich) – NP-40 analogas, skirtas 

REAP metodui. 

2.2. Ląstelių linijos ir kultivavimas 

HCT116 (CCL-247, ATCC) – žmogaus kolorektalinės karcinomos ląstelių 

linija, išvesta iš pirminio naviko. Šios ląstelės pasižymi MSI, turi mutacijas, 

įvykusias KRAS ir PIK3CA genuose (Ahmed et al., 2013). 

HCT116/FU – sublinija, išvesta iš HCT116 ląstelių, jas kultivuojant su 

5-FU, koncentraciją didinant nuo 10 µM iki 20 µM. Ląstelės kultivuotos 

metus, kol įgijo stabilų atsparumą 5-FU, kuris siekia dešimt kartų. Šios ląstelės 

yra du kartus atsparesnės OxaPt poveikiui. 

HCT116/OXA – sublinija, išvesta iš HCT116 ląstelių, jas kultivuojant su 

OxaPt, koncentraciją didinant nuo 1 µM iki 20 µM. Ląstelės kultivuotos 

devynis mėnesius, kol įgijo stabilų atsparumą OxaPt, kuris siekia dešimt kartų. 

Šios ląstelės tapo dešimt kartų atsparesnės ir 5-FU poveikiui. 
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SW620 (CCL-227, ATCC) – žmogaus kolorektalinės adenokarcinomos 

ląstelių linija, išvesta iš į limfmazgius metastazavusių ląstelių. Turi mutacijas, 

įvykusias KRAS ir TP53 genuose (Ahmed et al., 2013). 

SW620/FU – sublinija, išvesta iš SW620 ląstelių, jas kultivuojant su 5-FU, 

koncentraciją didinant nuo 5 µM iki 50 µM. Ląstelės kultivuotos metus, kol 

įgijo stabilų atsparumą 5-FU, kuris siekia tris kartus. Šios ląstelės yra du kartus 

atsparesnės OxaPt poveikiui. 

SW620/OXA – sublinija, išvesta iš SW620 ląstelių, jas kultivuojant su 

OxaPt, koncentraciją didinant nuo 5 µM iki 50 µM. Ląstelės kultivuotos 

metus, kol įgijo stabilų atsparumą OxaPt, kuris siekia du kartus. 

Ląstelės kultivuojamos lėkštutėse, kurių augimo paviršiaus plotas yra 

21,5 cm2 arba 9,4 cm2 (Thermo Fisher Scientific) (2.1 lentelė). Terpė 

papildoma 10 % FBS, penicilino/streptomicino tirpalu ir, jei reikia, 

„GlutaMAX®“ tirpalu. Ląstelės kultivuojamos 37 °C su 5 % CO2 ir 95 % 

drėgmės aplinkoje. Persėjamos du-tris kartus per savaitę. Persėjimo metu nuo 

ląstelių nusiurbiama terpė, ląstelės plaunamos EDTA tirpalu. Toliau ant 

ląstelių užpilamas tripsino tirpalas, kuris iš karto nusiurbiamas. Po to HCT116 

ląstelės ir jų sublinijos inkubuojamos 2 min. kambario temperatūroje, o 

SW620 ląstelės ir jų sublinijos – 2 min. 37 °C termostate. Ląstelės atkeliamos 

šviežia terpe ir perkeliamos į kultivavimo indus skiedžiant nuo 5 iki 10 kartų, 

priklausomai nuo augimo greičio ir ląstelių skaičiaus. Ląstelės kultivuojamos 

iki 20 pasažo. 

2.1 lentelė. Ląstelių kultivavimui ir eksperimentams naudoti indai ir terpės tūriai. 

Ląstelių kultivavimo indas* Tūris, mL Panaudojimas 

21,5 cm2 lėkštutės (12556001) 4,4 Ląst. kultivavimas, REAP 

9,4 cm2 lėkštutės (12556000) 1,85 Ląst. kultivavimas 

6 šulinėlių plokštelės (12556004) 1,85 WB, ELISA 

12 šulinėlių plokštelės (12556005) 0,72 kPGR, WB, ELISA, FC, KV 

24 šulinėlių plokštelės (12556006) 0,38 KV 

48 šulinėlių plokštelės (12556007) 0,18 KV, MTT 

*Pirkta iš Thermo Fisher Scientific 

2.3. Eksperimentų atlikimo eiga 

Eksperimentams naudojamos įvairaus dydžio lėkštutės arba plokštelės, 

kurios kartu su terpės tūriais ir panaudojimu eksperimentams nurodytos 

2.1 lentelėje. Ląstelės dėl nevienodo augimo greičio sėjamos skirtingais 

tankiais, kad po 48 val., kai jos veikiamos vaistais, tankis būtų apie 

1×105 ląstelių/cm2 (Kukcinavičiūtė, 2019). Sėjimo tankiai nurodyti 

2.2 lentelėje. 
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2.2 lentelė. Ląstelių sėjimo tankiai. 

Ląstelių linija Ląstelės/mL Ląstelių linija Ląstelės/mL 

HCT116 1×105 SW620 1,5×105 

HCT116/FU 2×105 SW620/FU 1,5×105 

HCT116/OXA 1,5×105 SW620/OXA 2×105 

Praėjus 48 val. nuo ląstelių užsėjimo į terpę įdedami 5-FU ir OxaPt. Vaistų 

įtaka transkriptų kiekiui (kPGRV) vertinama praėjus 24 val., o baltymų (WB) 

kiekiui – 48 val. nuo vaistų poveikio. Šiame laiko taške vertinamas ir ląstelių 

gyvybingumas ląsteles dažant kristaliniu violetiniu (KV). Autofagijos srauto 

vertinimui chlorokvinas (CQ) į terpę įdedamas likus 4 val. iki ląstelių 

surinkimo. Citokinų ir serpinų transkriptų pokyčiai atspariose sublinijose 

vertinami praėjus 92 val. nuo ląstelių užsėjimo (kPGRK). Serpino B5 

lokalizacijai nustatyti ląstelės išfrakcionuojamos praėjus 92 val. nuo užsėjimo 

(REAP). Eksperimentų schema pateikta 2.1 pav. 

 

2.1 pav. 5-FU ir OxaPt poveikio vertinimo eksperimentų schemos. Eksperimentų schema 

tiriant vaistų įtaką citokinų ir serpinų raiškai (A) ir autofagijos molekulių raiškai (B). 

2.4. Transfekcijos siRNR eksperimentų eiga 

Transfekcijos eksperimentams naudojamos HCT116 ląstelės ir jų atsparios 

sublinijos. Ląstelės sėjamos terpėje be antibiotikų. HCT116 ląstelės sėjamos 

1 × 105 ląstelių/mL, o HCT116/FU ir HCT116/OXA – 1,5 × 105 ląstelių/mL. 

HCT116/FU ląstelės sėjamos mažesniu tankiu, lemiančiu efektyvesnę 

transfekciją. Transfekcija vykdoma praėjus 24 val. nuo užsėjimo. Dar po 

24 val. yra keičiama terpė į šviežią terpę su visais priedais bei įdedami 5-FU 

ir OxaPt. ATG5, ATG7 ir ATG12 tildymo efektyvumas nustatomas praėjus 

24 val. nuo transfekcijos transkriptų lygiu (kPGRATG), o p62 – baltymo lygiu 

praėjus 48 val. nuo transfekcijos (WBp62). 

Pasirinkto taikinio kiekio mažinimo reikšmė ląstelių gyvybingumui 

vertinama praėjus 72 val. nuo transfekcijos KV metodu, matuojant 

mitochondrijų oksidoreduktazių aktyvumą (MTT) arba ląsteles skaičiuojant 

hemacitometru (HC). p62 raiškos tildymo įtaka citokinus koduojančių 

transkriptų kiekiui (kPGR) vertinama praėjus 48 val. nuo transfekcijos, o 

žūtyje dalyvaujančių baltymų, CXCR2 kiekiui, autofagijos srautui (WB), 

ląstelių žūčiai (FC) bei IL8 sekrecijai (ELISA) – 72 val. nuo transfekcijos. 
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Autofagijos srautui nustatyti ląstelės prieš surinkimą 4 val. inkubuojamos 

autofagijos inhibitoriumi chlorokvinu (CQ). Transfekcijos eksperimentų 

schema pateikta 2.2 pav. 

 

2.2 pav. Transfekcijos eksperimentų schema tiriant ATG5, ATG7, ATG12 (A) ir p62 

(B) raiškos tildymo reikšmę gyvybingumui ir išgyvenimui svarbių molekulių kiekiui. 

2.5. Ląstelių transfekcija siRNR 

Transfekcija vykdoma įvairaus dydžio plokštelėse, priklausomai nuo 

eksperimento (2.1 lentelė). Reagentų tūriai pagal kultivavimo indus pateikti 

2.3 lentelėje. siRNR ir transfekcijos reagentas „Lipofectamine RNAiMAXTM“ 

(13778075, Thermo Fisher Scientific) švelniai sumaišomi su „Opti-MEMTM“ 

terpe (31985062, Thermo Fisher Scientific) ir inkubuojami kambario 

temperatūroje 20 min. Po inkubacijos susidarę kompleksai švelniai sulašinami 

ant ląstelių. 

2.3 lentelė. Transfekcijos sąlygos vienam šulinėliui. 

Reagentas (µL) 

Šulinėlių skaičius plokštelėje 

48 24 12 6 

Opti-MEMTM terpė 40 100 100 200 

siRNR (10 µM) 0,134 0,29 0,5 1,25 

Lipofectamine RNAiMAXTM 0,4 1,76 3 7,5 

 20 min. inkubacija 

Terpės tūris šulinėlyje 180 380 720 1850 

Terpės + transfekcijos mišinio tūris 220 480 820 2050 

Galutinė siRNR koncentracija šulinėlyje 6 nM 

Transfekcijos eksperimentams naudojamos specifinės siRNR, kurių 

taikiniai yra ATG5, ATG7, ATG12 ir p62 (SQSTM1) baltymus koduojantys 

transkriptai (2.4 lentelė). Neigiamai kontrolei (NK) naudojamas žmogaus 

transkriptams nespecifinių siRNR mišinys „AllStars“ (1027280, Qiagen). 

2.4 lentelė. Specifinių siRNR sekos. 

siRNR taikinys Seka (5‘→3‘) Gamintojas, Kat. Nr. 

ATG5 CAUCUGAGCUACCCGGAUAtt 4390827, Ambion 

ATG7 CCAACACACUCGAGUCUUUtt 4390827, Ambion 

ATG12 GCAGUAGAGCGAACACGAAtt 4457298, Ambion 

SQSTM1 TCGGAGGATCCGAGTGTGAAT SI03116750, Qiagen 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/31985062
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2.6. Kiekybinė PGR 

Nuo ląstelių nusiurbiama terpė ir jos kartą praplaunamos EDTA tirpalu. 

Ląstelės nuo kultivavimo indo atkeliamos tripsinu, kuris neutralizuojamas 

terpe su visais jos priedais. Ląstelių suspensija centrifuguojama 1 000 × g 

7 min. 4 °C. Supernatantas nusiurbiamas, o ląstelės kartą plaunamos PBS jas 

centrifuguojant 1 000 × g 7 min. 4 °C. Mėgintuvėliai su ląstelėmis visą 

rinkimo laiką laikomi leduose. 

RNR išskiriama naudojant rinkinį „GeneJET RNA Purification Kit“ 

(K0731, Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas. RNR 

koncentracija ir grynumas vertinamas „NanoDrop 2000“ spektrofotometru 

(Thermo Fisher Scientific). Išskirta RNR laikoma -70 °C. 

Komplementari DNR (kDNR) sintetinama iš 1-3 µg RNR naudojant 

„MaximaTM H Minus cDNA Synthesis Master Mix“ rinkinį (M1661, Thermo 

Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas. Reakcija atliekama 

termocikleryje „Eppendorf Mastercycler“ (Sigma-Aldrich). kDNR 

skiedžiama vandeniu be nukleazių iki 10 ng/µL. 

Kiekybinė PGR (kPGR) atliekama 96 šulinėlių PGR plokštelėse (4346907, 

Applied Biosystems) arba 8 šulinėlių strypeliuose (strypeliai – 4358293, 

dangteliai – 4323032, Applied Biosystems). Reakcijos mišinį sudaro: 

5 µL kDNR (50 ng); 

10 µL „Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X)“ (K0221, 

Thermo Fisher Scientific); 

5 µL Tiesioginio ir atvirkštinio pradmenų mišinys (0,3 µM). 

Reakcija vykdoma termocikleryje „StepOnePlus™ Real-Time PCR 

System“ (Applied Biosystems). Tiriamųjų genų raiška normalizuojama pagal 

atskaitos genų HPRT ir/ar TBP raišką. Norint išvengti genominės DNR 

amplifikacijos pradmenys parenkami ant transkripto egzono-egzono ribos. 

Pradmenys įsigyti iš „Metabion“, o jų sąrašas pateiktas 2 pr. 1 lentelėje. 

Transkriptų raiškos pokyčiai vertinami ΔΔCt metodu. Santykinis raiškos 

pokytis lyginant su kontrolinėmis ląstelėmis apskaičiuojamas pagal formulę: 

2-((Ct(tiriamo geno) - Ct(atskaitos geno))poveikis - (Ct(tiriamo geno) - Ct(atskaitos geno))kontrolė) 

Ct – ciklo numeris, kai amplifikacijos kreivė kerta slenkstinę vertę, t. y. 

reakcijos metu registruojama fluorescencija viršija foninę fluorescenciją. 

Rezultatai pateikiami kaip santykiniai transkriptų kiekio pokyčiai (kartais), 

pagal atskaitos genų raišką lyginant kontrolines ląsteles (vaistais neveiktos 
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arba NK ląstelės) su ląstelėmis po poveikio (vaistais arba specifinėmis siRNR 

veiktos ląstelės). Biologiškai reikšmingu pokyčiu yra laikoma, kai tiriamo 

transkripto kiekis pasikeičia bent du kartus lyginant su kontrole. 

2.7. Imunoblotingas 

2.7.1.  Mėginių paruošimas 

Terpė nuo ląstelių surenkama į mėgintuvėlius, kurie yra laikomi leduose. 

Ląstelės kartą plaunamos EDTA tirpalu, kuris taip pat surenkamas į 

mėgintuvėlius. Ląstelės atkeliamos tripsinu, kuris neutralizuojamas terpe su 

visais priedais. Atkilusios ląstelės yra perkeliamos į mėgintuvėlius. Surinkta 

ląstelių suspensija centrifuguojama 1 000 × g 7 min. 4 °C. Supernatantas 

nusiurbiamas, ląstelės kartą plaunamos lediniu PBS. Po to ląstelės dar kartą 

centrifuguojamos 1 000 × g 7 min. 4 °C. Po centrifugavimo supernatantas 

pašalinamas. Ląstelės lizuojamos „RIPA“ tirpalu (89901, Thermo Fisher 

Scientific) pagal gamintojos rekomendacijas. „RIPA“ tirpalas papildomas 

proteazių (P2714, Sigma-Aldrich) ir, jei analizuojami fosforilinti baltymai, 

fosfatazių (P0044, Sigma-Aldrich) inhibitoriais. Ląstelių lizatai 

centrifuguojami 14 000 × g 15 min. 4 °C. Supernatantai perkeliami į naujus 

mėgintuvėlius ir laikomi -70 °C. 

2.7.2.  Baltymų koncentracijos nustatymas 

Baltymų koncentracija nustatoma naudojant „PierceTM BCA Protein 

Assay“ rinkinį (23225, Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo 

rekomendacijas. Matavimai atliekami 96 šulinėlių plokštelėse su 2 µL ląstelių 

lizato ir 198 µL rinkinio tirpalų mišinio. Mėginių sugertis (A562) matuojama 

spektrofotometru „Multiskan GO“ (Thermo Fisher Scientific). 

2.7.3.  Baltymų elektroforezė denatūruojančiomis sąlygomis 

Ląstelių lizatas, turintis 50 µg baltymų, yra skiedžiamas PBS iki 37,5 µL 

ir sumaišomas su 12,5 µL 4 × baltymų užnešimo dažu. Mėginiai sumaišomi, 

nucentrifuguojami ir inkubuojami 5 min. 95 °C maišant termopurtyklėje 

„Thermomixer Comfort“ (Eppendorf). 

SDS-poliakrilamidinis gelis (SDS-PAGE) ruošiamas ant 10 % arba 12 % 

skiriamojo gelio užpolimerinus 4 % koncentruojamąjį gelį. Ant skiriamojo 

gelio polimerinimosi metu užpilama izopropanolio, kuris po to nuplaunamas 

vandeniu. Abu sluoksniai polimerinami po 45 min. 10 % gelis naudojamas 

ATG7, ATG12, RIPK1, pRIPK3, CXCR2 ir SB5 išfrakcionavimui, o 12 % – 
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p62, LC3B, kaspazės-3, BAX ir BCL2. Informacija apie gelių sudėtį pateikta 

2.5 lentelėje. 

Elektroforezei naudojamas aparatas „Vertical electrophoresis unit, 

adjustable height, dual gel“ (Sigma-Aldrich), pripildytas elektroforezės 

tirpalu. Baltymų dydžiai nustatomi naudojant „Spectra™ Multicolor Broad 

Range Protein Ladder“ (26623, Thermo Fisher Scientific). Baltymai 

koncentruojami 1 val. esant 80 V įtampai ir frakcionuojami 3 val. esant 120 V 

įtampai. Baltymų pusiau sausas pernešimas 

2.5 lentelė. SDS-PAGE sudėtis. 

Medžiaga 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 (µL) 5 10 10 

APS (10 %) (µL) 25 50 50 

Bendras tūris (mL) 4,98 15,06 15,06 

*  0,5 M Tris-HCl su 0,4 % SDS, pH 6,8 

** 

*** 

1,5 M Tris-HCl su 0,4 % SDS, pH 8,8 

Imamas vienkartine pipete 

Išfrakcionuoti baltymai iš gelio pernešami ant 0,45 µm nitroceliuliozinės 

membranos (88018, Thermo Fisher Scientific). Pernešimas vyksta pusiau 

sauso pernešimo aparatu „V20-SDB“ (Biotech). Aparato anodinė dalis 

sudrėkinama pernešimo tirpalu ir ant jos dedami tuo pačiu tirpalu sudrėkinti 4 

„Whatman 3MM“ chromatografiniai lapeliai (30306461, Thermo Fisher 

Scientific), nitroceliuliozinė membrana (88018, Thermo Fisher Scientific), 

gelis ir dar 4 chromatografiniai lapeliai. Uždėjus kiekvieną sluoksnį voleliu 

išstumiami susidarę burbulai. Uždedamas sudrėkintas katodinis dangtis. 

Baltymai pernešami 1 val. esant 1 mA/cm2 srovei. 

2.7.4.  Baltymų vaizdinimas 

Po baltymų pernešimo membrana plaunama TBS/T tirpalu ir blokuojami 

1 val. jaučio serumo albumino (BSA) tirpale (37525, Thermo Fisher 

Scientific), kuris skiedžiamas TBS/T tirpalu. Po blokavimo membrana 

plaunama TBS/T tirpalu ir supjaustoma juostelėmis, turinčiomis po vieną 

tiriamąjį baltymą. Membranos inkubuojamos per naktį 4 °C su TBS/T tirpale 

skiestais pirminiais antikūnais (2.6 lentelė). Po inkubacijos membranos 

plaunamos TBS/T tirpalu: vieną kartą 15 min. ir du kartus po 5 min. maišant 

purtyklėje. Po to membranos inkubuojamos 2 val. kambario temperatūroje su 

krienų peroksidaze konjuguotais antriniais antikūnais, nukreiptais prieš triušio 
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IgG (31460, Thermo Fisher Scientific) arba prieš pelės IgG (31430 Thermo 

Fisher Scientific). Antikūnai skiedžiami 5 000 kartų TBS/T tirpalu. Po 

inkubacijos membranos plaunamos TBS/T tirpalu. Prieš baltymų vaizdinimą 

membranos išdžiovinamos. 

2.6 lentelė. WB analizei naudoti pirminiai antikūnai. 

Taikinys Dydis, kDa Skiedimas Gyvūnas Kat. Nr., gamintojas 

α-tubulinas 52 5 000 Triušis ab52866, Abcam 

β-aktinas 42 5 000 Triušis ab8227, Abcam 

ATG7 75 1 000 Pelė MAB6608, R&D Systems 

ATG12 17 1 000 Triušis 701684, Invitrogen 

BAX 23 500 Pelė sc-7480, Santa Cruz 

BCL2 28 500 Triušis sc-492, Santa Cruz 

CXCR2 45 1 000 Triušis PA5-111765, Invitrogen 

Kaspazė-3kirpta 17-19 1 500 Triušis 9661, Cell Signaling 

LC3B 16-18 5 000 Triušis ab51520, Abcam 

p62 62 10 000 Triušis ab109012, Abcam 

RIPK1 78 1 000 Pelė MAB3585, R&D Systems 

pRIPK3(S227) 54 3 000 Triušis ab209384, Abcam 

Serpinas B5 42 1 000 Triušis PA5-79979, Invitrogen 

Membranos inkubuojamos nuo 10 sek. iki 1 min. (priklausomai nuo 

baltymo švytėjimo intensyvumo) „PierceTM ECL Western Blotting Substrate“ 

(32106, Thermo Fisher Scientific) reagentuose. Toliau membranos 

eksponuojamos nuo 5 sek. iki 5 min. ant fotojuostos (7711468, Carestream). 

Fotojuostos laikomos ryškinimo tirpale (5274394, Carestream), plaunamos 

vandeniu ir fiksuojamos fiksavimo tirpale (5224381, Carestream). 

Fotojuostos nuplaunamos vandeniu. 

Baltymų kiekis vertinamas „Fiji“ programine įranga (Schindelin et al., 

2012). Santykinis baltymo kiekis apskaičiuojamas pagal formulę: 

Santykinis baltymo kiekis=

(
x baltymo juostelės tankis

aktino/tubulino juostelės tankis
)

Poveikis

(
 x baltymo juostelės tankis

aktino/tubulino juostelės tankis
)

Kontrolė

 

2.7.5.  Antikūnų pašalinimas nuo membranos 

Prieš antikūnų pašalinimą membranos nuplaunamos ddH2O ir 45 min. 

inkubuojamos antikūnų pašalinimo tirpale 50 °C hibridizacijos krosnyje. Po 

inkubacijos membrana plaunama du kartus po 10 min. TBS/T tirpalu. Toliau 

membrana ruošiama kaip aprašyta 2.7.5. skyriuje. 
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2.8. Tėkmės citometrija 

Terpė nuo ląstelių surenkama į mėgintuvėlius (mėgintuvėliai laikomi 

leduose). Ląstelės kartą plaunamos EDTA tirpalu, kuris taip pat surenkamas. 

Ląstelės atkeliamos tripsinu, kuris neutralizuojamas terpe su visais priedais. 

Tripsinas, terpė su atkilusiomis ląstelėmis perkeliami į mėgintuvėlius. 

Ląstelių suspensija centrifuguojama 1 000 × g 7 min. 4 °C. Supernatantas 

nusiurbiamas, o ląstelės dažomos „Tali™ Apoptosis Kit – Annexin V Alexa 

Fluor™ 488 & Propidium Iodide” reagentais (A10788, Thermo Fisher 

Scientific) remiantis gamintojo rekomendacijomis. Fluorescencija matuojama 

104 ląstelių naudojant „BD FACSCalibur™“ tėkmės citometrą ir 

„CellQuest™ Pro“ programinę įrangą. Duomenys analizuojami „Flowing 

Software 2.5.1“ programine įranga. Ląstelės klasifikuojamos kaip aneksino V 

ir propidžio jodido (PI) teigiamos, aneksino V teigiamos ir PI neigiamos, 

aneksino V neigiamos ir PI teigiamos, aneksino V ir PI neigiamos. 

2.9. Imunofermentinis metodas „ELISA“ 

Ląstelių auginimo terpė surenkama į mėgintuvėlius ir centrifuguojama 

1 000 × g 7 min. 4 °C. Supernatantai perkeliami į naujus mėgintuvėlius ir 

laikomi -70 °C. IL8 koncentracija nustatoma rinkiniu „ELISA MAX™ 

Standard Set Human IL-8” (431501, Biolegend), remiantis gamintojo 

rekomendacijomis. IL8 koncentracija normalizuojama pagal ląstelių skaičių. 

2.10. Ląstelių frakcijų atskyrimas 

HCT116, SW620 ląstelės ir jų sublinijos auginamos 21,5 cm2 lėkštutėse 

įprastais 2.2. lentelėje nurodytais tankiais. Po 96 val. ląstelės lizuojamos ir 

išfrakcionuojamos REAP metodu (Suzuki et al., 2010). Išfrakcionuoti 

mėginiai laikomi -70 °C. Ląstelių frakcijos analizuojamos WB metodu, 

paimant didžiausią galimą mėginio tūrį. 

2.11. Ląstelių gyvybingumo nustatymas 

2.11.1. Ląstelių dažymas kristaliniu violetiniu 

Metodas pagrįstas ląstelių dažymu kristalinio violetinio dažu, kuris 

prisijungia prie ląstelės baltymų. Pirmiausia nuo ląstelių nusiurbiama terpė, o 

likusios negyvos ląstelės švelniai nuplaunamos PBS. PBS nusiurbiamas, o 

ląstelės fiksuojamos 10 min. 96 % etanolyje (32221, Honeywell). Užfiksuotos 

ląstelės dažomos 30 min. 0,05 % kristalinio violetinio tirpalu, ištirpintu 20 % 
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etanolyje. Prie ląstelių neprisijungęs dažas švelniai nuplaunamas 5-8 kartus 

tekančiu vandeniu. Po plovimo ląstelės išdžiovinamos. Dažas iš ląstelių 

išplaunamas eliucijos tirpalu (0,1 % etanoato (27221, Honeywell) ir 50 % 

etanolio tirpalas). Ištirpintas dažas skiedžiamas 10 kartų eliucijos tirpalu, o 

sugertis (A585) matuojama „Multiskan GO“ spektrofotometru. Kontrolinių 

ląstelių sugerties vidurkis prilyginamas 100 %, o ląstelių gyvybingumas po 

poveikių yra išreiškiamas procentais nuo kontrolinių ląstelių. 

2.11.2. MTT metodas 

MTT metodas pagrįstas mitochondrijų oksidoreduktazių aktyvumo 

matavimu. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromidas) 

(M5655, Sigma-Aldrich) mitochondrijose redukuojamas iki violetinės spalvos 

produkto 1-(4,5-dimetiltiazol)-3,5-difenilformazano. Pagal susikaupusį jo 

kiekį yra vertinamas gyvybingumas. Pirmiausia yra nusiurbiama terpė ir 

ląstelės kartą plaunamos DPBS. Po to ląstelės inkubuojamos 1 val. 37 °C, 5 % 

CO2 ir 95 % drėgmės aplinkoje su 0,1 mg/mL MTT, ištirpintu DPBS. Po 

inkubacijos tirpalas nusiurbiamas, o susidaręs produktas iš ląstelių 

išplaunamas izopropanoliu. Neskiesto, iš ląstelių išplauto dažo sugertis (A570), 

matuojama „Multiskan GO“ spektrofotometru. Kontrolinių ląstelių sugerties 

vidurkis prilyginamas 100 %, o ląstelių gyvybingumas po poveikių yra 

išreiškiamas procentais nuo kontrolinių ląstelių. 

2.12. Baltymų tarpusavio sąveikų tinklo sudarymas 

Baltymų tarpusavio sąveikų tinklas (PPI) sudarytas iš p62 (SQSTM1) ir 

apoptozėje (kaspazių-2, 3, 6, 7, 8, 9, 10) bei nekroptozėje (RIPK1, RIPK3, 

MLKL) dalyvaujančių baltymų, kurie yra tinklo pagrindiniai mazgai. 

Pagrindinių mazgų „UniProtKB“ numeriai pateikti 2.8 lentelėje. 

2.8 lentelė. PPI tinklo pagrindinių mazgų 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 pagrindinių mazgų fizines PPI surinkta naudojant 

duomenų bazę „IntAct“ (Orchard et al., 2014). Sukurtas tinklas filtruotas nuo 

ne žmogaus baltymų, taip pat baltymų, nesusijusių su programuota ląstelių 
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žūtimi. Iš tinklo pašalinti baltymai, kurių genų raiška nėra nustatyta HCT116 

ląstelėse. Tinklo PPI patikrintos nuo neegzistuojančių sąveikų „Negatome“ 

duomenų bazėje (Blohm et al., 2014). PPI tinklo vizualizacijai naudota 

programinė įranga „Cytoscape 3.9.1“ (Shannon et al., 2003). 

2.13. Statistinė analizė 

Statistinei analizei atlikti ir rezultatų vizualizavimui naudojama 

programinė įranga „SigmaPlot 14.0“. Duomenų normalumo prielaida 

tikrinama „Shapiro-Wilk“ kriterijumi. „Brown-Forsythe“ kriterijus 

naudojamas dispersijų palyginimui. Dvi nepriklausomos imtys, kurios yra 

pasiskirsčiusios pagal normalųjį skirstinį, lyginamos naudojant „Stjudento t“ 

kriterijų (kai dispersijos lygios) arba „Welch t“ kriterijų (kai dispersijos 

skiriasi). Dvi nepriklausomos imtys, kurios nėra pasiskirsčiusios pagal 

normalųjį skirstinį, palyginamos naudojant „Mann-Whitney-Wilcoxon“ 

kriterijų. Duomenys laikomi statistiškai reikšmingi, kai p reikšmė yra ≤ 0,05. 

Grafikuose įvestas p reikšmės žymėjimas: #/*/°, kai p ≤ 0,05, ##/**/°°, 

kai p ≤ 0,01, ###/***/°°°, kai p ≤ 0,001. 
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3. REZULTATAI 

Šiame darbe vertinome įgyto atsparumo chemoterapiniams vaistams 

molekulinius mechanizmus kolorektalinio vėžio ląstelėse (CRC). Tyrimams 

naudojome atsparias sublinijas, išvestas iš dviejų genetiškai ir fenotipiškai 

skirtingų žmogaus CRC ląstelių linijų HCT116 ir SW620. Kolorektalinės 

karcinomos ląstelių linija HCT116, išvesta iš pirminio naviko, yra priskiriama 

CMS1 tipui (Fichtner et al., 2020), bei pasižymi MSI, CIMP, bei turi 

KRASG13D ir PIK3CAH1047R mutacijas (Ahmed et al., 2013). Kolorektalinės 

adenokarcinomos ląstelės SW620, išvestos iš limfmazgiuose susiformavusių 

metastazių, yra priskiriamos CMS2 tipui (Fichtner et al., 2020), pasižymi 

CIMP, CIN, bei turi KRASG12V ir TP53R273H, P309S mutacijas (Ahmed et al., 

2013). Atsparios sublinijos išvestos HCT116 ir SW620 ląsteles ilgą laiką 

kultivuojant su 5-FU (HCT116/FU ir SW620/FU) arba OxaPt (HCT116/OXA 

ir SW620/OXA). Šio darbo metu palyginome šių ląstelių atsparumą vertinant: 

1) citokinų raišką; 2) serpinų kiekio pokyčius; 3) autofagijos baltymų kiekio 

pokyčius ir reikšmę atsparumui. 

3.1. Ląstelių atsparumas 5-FU ir OxaPt 

Norėdami palyginti atsparumo mechanizmus atspariose HCT116 ir 

SW620 ląstelėse, pirmiausia įvertinome ląstelių gyvybingumą po 5-FU ir 

OxaPt poveikio (3.1 pav.) ir atsparumo indeksą (RI, angl. resistance index) 

(3.1 lentelė). Gyvybingumo vertinimas atliktas remiantis 2.1 pav. schema. 

HCT116 ląsteles veikiant 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU poveikiu gyvybingumas 

sumažėjo, atitinkamai, 50 % ir 70 %, o atsparių HCT116/FU ir HCT116/OXA 

ląstelių – 20-30 %. HCT116/FU ląstelių gyvybingumą 1 mM 5-FU dozė 

sumažino 30 %, o HCT116/OXA – 40 %. Tuo tarpu 0,03 mM ir 0,06 mM 

OxaPt dozės sumažino HCT116 ląstelių gyvybingumą, atitinkamai, 50 % ir 

80 %, o HCT116/FU – 30 % ir 50 %. Esant šioms OxaPt koncentracijoms 

HCT116/OXA ląstelių gyvybingumas mažėjo 10 %, o po 0,3 mM poveikio – 

50 % (3.1 pav. A). 

Paveikus SW620 ląsteles 0,3 mM ir 1 mM 5-FU gyvybingumas sumažėjo, 

atitinkamai, 50 % ir 70 %. Po šių dozių SW620/FU ląstelių gyvybingumas 

sumažėjo 40 % ir 50 %, o SW620/OXA ląstelių – 40 % ir 70 %. SW620 

ląsteles veikiant 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt dozėmis gyvybingumas 

sumažėjo, atitinkamai, 50 % ir 60 %, SW620/FU ląstelių – 40 % ir 50 %, 

SW620/OXA – 30 % ir 50 % (3.1 pav. B).  

Taip pat nustatėme, jog SW620 ląstelių linija, lyginant su HCT116, buvo 

atsparesnė didesnėms vaistų dozėms. SW620 ląsteles veikiant 0,3 mM 5-FU 
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ir 0,06 mM OxaPt dozėmis gyvybingumas buvo didesnis, atitinkamai, 1,9 ir 

1,7 karto (abiem atvejais p < 0,001). 
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3.1 pav. HCT116 (A) ir SW620 (B) linijų bei jų sublinijų gyvybingumas po 5-FU ir 

OxaPt poveikio. Gyvybingumas matuotas praėjus 48 val. po vaistų poveikio. Pateikta 

vidurkis ± SD, n ≥ 3. * – statistiškai reikšmingas skirtumas tarp tėvinių ir su 5-FU (žalia) ar 

OxaPt (raudona) išvestų ląstelių gyvybingumui, kai jos veikiamos vienodomis vaistų 

koncentracijomis. **/***, kai p ≤ 0,01/0,001. 

Eksperimentams 5-FU ir OxaPt koncentracijos parinktos remiantis 

HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelių gyvybingumo regresine 

analize (Kukcinaviciute et al., 2018) bei pritaikytos SW620 ląstelėms ir jų 

sublinijoms. Parinktos 0,1 mM 5-FU ir 0,03 mM OxaPt dozės HCT116 

ląstelėms sukelia vidutinio stiprumo citotoksiškumą (CTT50, citotoksiškumas, 

kai žūsta 50 % ląstelių) bei stiprų citotoksiškumą sukeliančios dozės – 0,3 mM 

5-FU ir 0,06 mM OxaPt, kai CTT70-80. 

Lyginant 5-FU ir OxaPt koncentracijas, sukeliančias CTT50 (IC50, vaisto 

koncentracija, nužudanti 50 % ląstelių), nustatėme RI. HCT116/FU ląstelės, 

išvestos kultivuojant su 5-FU, buvo daugiau nei 10 kartų atsparesnės 5-FU 

poveikiui ir 2 kartus OxaPt poveikiui lyginant su tėvinėmis HCT116 

ląstelėmis. HCT116/OXA ląstelės, kurių atsparumas sukeltas su OxaPt, tapo 

10 kartų atsparesnės ne tik OxaPt, bet ir 5-FU poveikiui lyginant su HCT116 

ląstelėmis. 

Iš SW620 ląstelių linijos išvestos SW620/FU ląstelės, kurių atsparumas 

sukeltas 5-FU poveikiu, lyginant su tėvine linija, tapo 3,3 karto atsparesnės 

5-FU poveikiui ir 2 kartus OxaPt poveikiui. SW620/OXA ląstelės, išvestos 

kultivuojant su OxaPt, tapo 2 kartus atsparesnės OxaPt poveikiui lyginant su 

tėvine SW620 linija. 

Lyginant tėvines HCT116 ir SW620 ląstelių linijas nustatėme, jog SW620 

ląstelės buvo 3 kartus atsparesnės 5-FU poveikiui nei HCT116 ląstelių linija. 

Nors tėvinių HCT116 ląstelių atsparumas 5-FU poveikiui buvo mažesnis, 

tačiau su šiuo vaistu išvestų HCT116/FU ląstelių atsparumas buvo 

3 kartus didesnis, nei SW620/FU ląstelių, kurios buvo išvestos iš SW620. 
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Tėvinės SW620 ląstelės, lyginant su HCT116, nepasižymėjo atsparumu 

OxaPt poveikiui. 

3.1 lentelė. HCT116 ir SW620 ląstelėms bei jų 

sublinijoms būdingos 5-FU ir OxaPt IC50 bei RI vertės. 

Ląstelių linija Vaistas IC50, mM RI 

HCT116 
5-FU 0,1 - 

OxaPt 0,03 - 

HCT116/FU 
5-FU > 1 > 10 

OxaPt 0,06 2 

HCT116/OXA 
5-FU 1 10 

OxaPt 0,3 10 

SW620 
5-FU 0,3 3* 

OxaPt 0,03 -* 

SW620/FU 
5-FU 1 3,3 

OxaPt 0,06 2 

SW620/OXA 
5-FU 0,3 - 

OxaPt 0,06 2 

* lyginant su HCT116 ląstelėmis. 

IC50 – vaisto koncentracija, nužudanti 50 % ląstelių; 

RI – santykis tarp vaistams atsparių ir jautrių ląstelių IC50. 

3.2. Citokinų raiška HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose 

Citokinai yra svarbūs naviko vystymuisi ir atsparumui (1.4 skyrius), tad 

nustatėme, kaip atspariose HCT116/FU ir HCT116/OXA sublinijose, lyginant 

su tėvinėmis HCT116 ląstelėmis, pasikeitė citokinų transkriptų raiška, kurią 

vertinome pagal du atskaitos genus: HPRT ir TBP. Raiškos pokytį laikėme 

biologiškai reikšmingu, kai jis pagal abu atskaitos genus pasikeitė bent du 

kartus. Eksperimentai atlikti remiantis 2.1 pav. A schema. 

Atlikę kPGR duomenų analizę nustatėme, kad HCT116/FU ląstelėse, 

lyginant su HCT116, padidėjo daugelio citokinų raiška. Šiose ląstelėse 

daugiau nei 5 kartus padidėjo šių transkriptų kiekis: CXCL8 (pagal HPRT – 

14,3; pagal TBP – 11,6 karto), IL1A (HPRT – 10,4; TBP – 8,2 karto) ir IL32 

(HPRT – 8,3; TBP – 6,5 karto). Vidutiniškai (3-5 kartus) padidėjo šių 

transkriptų 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 raiška šiose ląstelėse 

padidėjo 2-3 kartus. Lyginant su HCT116 linija HCT116/OXA sublinijoje 

citokinų raiška pasikeitė nežymiai. Šiose ląstelėse padidėjo IL-6 (HPRT – 5,6; 

TBP – 4 kartai), CXCL1 (HPRT – 2,2; TBP – 3,1 karto) ir CXCL11 (HPRT – 

4,1; TBP – 3,4 karto) transkriptų kiekis, o IL7 kiekis sumažėjo (HPRT – 7,6; 

TBP – 5,1 karto) (3.2 pav.). 
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Taip pat įvertinome citokinų receptorius koduojančių transkriptų raišką. 

Pasirinkome šiuos receptorius: IL1R1 (ligandai IL1α ir IL1β), IL6R (IL6), 

CCR9 (CCL25), CXCR1 (IL8 ir CXCL6), CXCR2 (IL8, CXCL1, CXCL2, 

CXCL3, CXCL5, CXCL6 ir CXCL7 ), CXCR4 (CXCL12α ir β) bei EGFR 

(EGF). Nustatėme, kad HCT116/FU ląstelėse padidėjo CXCR1 (HPRT – 5; 

TBP – 3,7 karto) ir CXCR2 (HPRT – 5,6; TBP – 3,8 karto) transkriptų raiška, 

bet sumažėjo CXCR4 (HPRT – 2; TBP – 2,5 karto). HCT116/OXA ląstelėse 

padidėjo CXCR1 (HPRT – 14; TBP – 11,4 karto) ir CXCR4 (HPRT – 2,9; 

TBP – 2,3 karto) transkriptų raiška, o CXCR2 raiška šiose ląstelėse sumažėjo 

(HPRT – 2,8; TBP – 3,1 karto) (3.2 pav.). Tikslūs visų tirtų citokinų 

transkriptų raiškos pokyčiai (vidurkis ± SD) pateikti 3 pr. 1 lentelėje. 

 

3.2 pav. Citokinų ir jų receptorių transkriptų kiekis HCT116/FU ir HCT116/OXA 

sublinijose lyginant su HCT116 linija. kPGR atlikta praėjus 96 val. po ląstelių užsėjimo. 

Transkriptų kiekis normalizuotas pagal HPRT ir TBP atskaitos genus. Pateiktas transkriptų 

kiekio (kartais) vidurkis, n = 3. 

Toliau vertinome citokinų transkriptų raiškos pokyčius po 5-FU ir OxaPt 

poveikių. Tam pasirinkome: IL1A, IL6, IL32, CXCL8, EGF, CXCR1, CXCR2 

ir EGFR. HCT116 ląstelės ir jų sublinijos į 5-FU ir OxaPt poveikį reagavo 

skirtingai. HCT116 ląstelėse abu vaistai reikšmingai keitė citokinų raišką, 

HCT116/FU ląstelėse citokinų raiška labiau keitėsi po OxaPt poveikio, o 

HCT116/OXA ląstelėse priešingai – po 5-FU poveikio. HCT116 ląstelėse 

0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU poveikis padidino IL1A raišką, atitinkamai, 6,4 ir 

11 kartų, IL32 – 2,2 ir 3,8 karto, CXCL8 – 5,4 ir 17,4 karto. IL6 ir EGF 

transkriptų kiekis didėjo po 0,3 mM 5-FU dozės, atitinkamai, 2,3 ir 2,1 karto. 

5-FU poveikis padidino ir citokinų receptorių transkriptų raišką. CXCR1 

raiška po 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU poveikio padidėjo, atitinkamai, 13,2 ir 

19,5 karto, CXCR2 – 23,6 ir 29,4 karto. EGFR raiška padidėjo 2,4 karto po 

0,1 mM dozės. HCT116/FU ląstelėse po 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU dozių didėjo 

IL6 raiška, atitinkamai, 2,9 ir 4,5 karto, CXCR1 – 2,4 karto abiejų dozių 

atvejais, CXCR2 – 2,8 ir 2,5 karto. HCT116/OXA ląstelėse 0,1 mM ir 0,3 mM 
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5-FU dozės didino IL1A raišką, atitinkamai, 3,3 ir 4,8 karto, CXCL8 – 5,5 ir 

9,1 karto, CXCR1 – 10,9 ir 18,9 karto. IL6, EGF ir CXCR2 kiekis didėjo po 

0,3 mM 5-FU dozės, atitinkamai, 2, 2,3 ir 2,4 karto (3.3 pav.). 

OxaPt poveikis labiausiai turėjo įtakos HCT116 ir HCT116/FU ląstelių 

transkriptų kiekiui. HCT116 ląstelėse 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt dozės 

padidino IL1A raišką, atitinkamai, 3,4 ir 8,6 karto, IL6 – 3 ir 9,1 karto, IL32 – 

2,2 ir 4 kartus, CXCL8 – 2,7 ir 9,8 karto, o EGF kiekis sumažėjo, atitinkamai 

2 ir 2,5 karto. OxaPt šiose ląstelėse padidino ir citokinų receptorių transkriptų 

raišką. Po 0,03 mM ir 0,06 mM dozių CXCR1 kiekis padidėjo, atitinkamai, 11 

ir 17,1 karto, CXCR2 – 15,1 ir 7,4 karto, o EGFR raiška padidėjo po 0,03 mM 

dozės 3,1 karto. HCT116/FU ląstelėse 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt didino 

IL1A raišką, atitinkamai, 2,3 ir 3,4 karto, IL6 – 7,5 ir 16,7 karto, CXCL8 – 2,8 

ir 6,6 karto. Šios OxaPt dozės didino ir receptorių transkriptų raišką: CXCR1 – 

7,4 ir 11,4 karto, o CXCR2 ir EGFR raiška padidėjo po 0,03 mM OxaPt 

poveikio, atitinkamai, 4,6 ir 2 kartus. HCT116/OXA ląstelėse OxaPt poveikis 

padidino tik CXCR1 raišką, bet sumažino CXCR2. CXCR1 raiška po 0,03 mM 

ir 0,06 mM dozių padidėjo 2,2 ir 3,7 karto, CXCR2 – sumažėjo atitinkamai, 2 

ir 3,1 karto (3.3 pav.). Tikslūs visų tirtų citokinų transkriptų raiškos pokyčiai 

(vidurkis ± SD) po vaistų poveikio pateikti 3 pr. 2 lentelėje. 

 

3.3 pav. 5-FU ir OxaPt reikšmė citokinų ir jų receptorių transkriptų raiškai HCT116 

ląstelėse ir jų sublinijose. kPGR atlikta praėjus 24 val. po vaistų poveikio. Citokinų raiška 

po vaistų poveikio lyginta su vaistais neveiktomis ląstelėmis. Transkriptų kiekis 

normalizuotas pagal HPRT atskaitos geną. Pateiktas transkriptų kiekio (kartais) techninių 

pakartojimų vidurkis, n = 3. 

Apibendrinant citokinų transkriptų raiškos pokyčius galima teigti, jog: 

1) HCT116/FU ląstelėse, lyginant su HCT116 linija, padidėjo šių citokinų 

transkriptų raiška: IL1A, IL6, IL12A, IL32, CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCL8, 

CXCL10, EGF, TNF, CXCR1, CXCR2, bet sumažėjo CXCR4, o 

HCT116/OXA ląstelėse padidėjo – IL6, CXCL1, CXCL11, CXCR1 ir CXCR4, 

bei sumažėjo IL7 ir CXCR2 raiška; 2) HCT116 ląstelėse citokinų transkriptų 
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raišką didino 5-FU ir OxaPt, HCT116/FU ląstelėse – OxaPt, o HCT116/OXA 

ląstelėse – 5-FU. 

3.3. Serpinų raiška HCT116 ir SW620 linijose bei jų sublinijose 

Serpinai – tai serino proteazių inhibitoriai, kurie gali skatinti naviko 

vystymąsi (Mkaouar et al., 2019), tačiau žinių, apie jų reikšmę chemoterapinių 

vaistų sukeltam atsparumui, nėra daug. Todėl toliau tyrėme serpinų kiekio 

pokyčius chemoterapiniams vaistams atspariose CRC ląstelėse. 

3.3.1.  Serpinų transkriptų raiškos pokyčiai 

Tyrėme serpinų raišką HCT116 ir SW620 ląstelėse bei jų sublinijose. 

Eksperimentai atlikti remiantis 2.1 pav. A dalies schema. Serpinų raiškos 

tyrimams pasirinkome: serpiną B1 (SB1), B5 (SB5), E1 (SE1) ir E2 (SE2). 

Pirmiausia palyginome serpinų transkriptų raišką atspariose sublinijose su 

tėvinėmis linijomis. HCT116/FU sublinijoje padidėjo SB5 raiška (pagal 

HPRT – 2, o pagal TBP – 2,8 karto) (3.4 pav. A). SW620/FU sublinijoje 

sumažėjo SB5 (HPRT – 2,6 karto, TBP – 2,8 karto) ir SE2 raiška (HPRT – 3,2; 

TBP – 3,6 karto) (3.4 pav. B). HCT116/OXA ir SW620/OXA sublinijose 

serpinų raiška nepasikeitė lyginant su tėvinėmis ląstelėmis.  
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3.4 pav. Serpinų transkriptų raiškos pokyčiai HCT116/FU ir HCT116/OXA (A) bei 

SW620/FU ir SW620/OXA (B) sublinijose. kPGR atlikta praėjus 96 val. po ląstelių 

užsėjimo. Transkriptų kiekis normalizuotas pagal HPRT ir TBP atskaitos genus. Pokyčiai 

skaičiuoti nuo tėvinių linijų (ištisinė linija). Punktyrinės linijos žymi biologiškai reikšmingą 

raiškos pokytį. Pateikta vidurkis ± SD, n = 3. 

Toliau tyrėme, kaip 5-FU ir OxaPt keičia serpinų transkriptų raišką 

HCT116 ir SW620 ląstelėse bei jų atspariose sublinijose. Nustatėme, kad 

HCT116 ląstelėse 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU dozės didino SB5 raišką, 

atitinkamai, 9,9 ir 11,9 karto, SE1 – 9,5 ir 11,8 karto. SE2 raiška šiose ląstelėse 

didėjo 2,2 karto po 0,3 mM 5-FU poveikio. HCT116/FU ląstelėse po šių 5-FU 

dozių SB5 raiška didėjo, atitinkamai, 2,7 ir 3,7 karto, SE1 – abiem atvejais 
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didėjo apie 3 kartus. HCT116/OXA ląstelėse 0,3 mM 5-FU poveikis 2 kartus 

padidino SB1 raišką. Šias ląsteles veikiant 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU dozėmis 

SB5 kiekis didėjo, atitinkamai, 2,4 ir 3,2 karto, o SE1 – 3 ir 4 kartus. OxaPt 

didino SB5 ir SE1 raišką HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse. HCT116 ląstelėse 

po 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt dozių SB5 raiška abiem atvejais padidėjo 

daugiau nei 9 kartus, o SE1 raišką abi dozės padidino 7,8 karto. HCT116/FU 

ląstelėse po 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt poveikių SB5 raiška abiem atvejais 

padidėjo 6 kartus, o SE1 – atitinkamai, 5,5 ir 8,3 karto (3.5 pav.). 

SW620 ląstelėse 0,3 mM ir 1 mM 5-FU poveikis padidino SB5, SE1 ir SE2 

raišką šiek tiek daugiau nei 2 kartus. SW620/FU ląstelėse 1 mM ir 4 mM 

5-FU dozės SB5 raišką padidino, atitinkamai, 4,3 ir 3,1 karto, o SE1 – abiem 

atvejais 2,2 karto. SW620/OXA ląstelėse 1 mM 5-FU dozė 2 kartus padidino 

SB1 raišką. Šias ląsteles veikiant 0,3 mM ir 1 mM 5-FU dozėmis SB5 raiška 

didėjo, atitinkamai, 3,1 ir 2,4 karto, o SE2 raiška abiejų dozių atvejais – 

daugiau nei 2 kartus. SW620 ląstelėse 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt dozės 

didino SB5 raišką, atitinkamai, 2 ir 5,2 karto, SE1 – 2,2 ir 3,1 karto. 

SW620/FU ląstelėse po šių dozių didėjo SB5 raiška, atitinkamai, 3,5 ir 

7,2 karto. Šiose ląstelėse 0,06 mM OxaPt dozė sumažino SB1 ir SE2 raišką 

2,5 karto (abiem atvejais). SW620/OXA ląstelėse po 0,03 mM ir 0,06 mM 

OxaPt dozių SB5 raiška padidėjo abiem atvejais 4 kartus, o SE2 raiška po 

0,06 mM poveikio sumažėjo 2,3 karto (3.5 pav.). Visos 3.5 pav. tikslios 

reikšmės pateiktos 4 pr. 1 lentelėje. 

 

3.5 pav. 5-FU ir OxaPt reikšmė serpinų transkriptų kiekiui HCT116 ir SW620 ląstelėse 

bei jų sublinijose. kPGR atlikta praėjus 24 val. po vaistų poveikio. Serpinų raiška po vaistų 

poveikio lyginta su vaistais neveiktomis ląstelėmis. Transkriptų kiekis normalizuotas pagal 

HPRT atskaitos geną. Pateiktas transkriptų kiekio (kartais) vidurkis, n = 3. 

Apibendrinant serpinų transkriptų raiškos rezultatus galime teigti, kad: 

1) lyginant su tėvinėmis linijomis HCT116/FU ląstelėse padidėjo SB5 raiška, 

o SW620/FU ląstelėse sumažėjo SB5 ir SE1; 2) 5-FU didino SB5 ir SE1 raišką 

HCT116, SW620 ląstelėse ir jų sublinijose; 3) OxaPt didino SB5 raišką 

HCT116, HCT116/FU bei SW620 ląstelėse ir jų atspariose sublinijose, o SE1 

raiška didėjo HCT116, HCT116/FU ir SW620 ląstelėse. 
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3.3.2.  Serpino B5 baltymo kiekio pokyčiai 

Tolimesniems tyrimams pasirinkome serpiną B5 (SB5), kurio kiekio 

pokyčius tyrėme baltymo lygiu. Žinoma, kad SB5 gali lokalizuotis įvairiose 

ląstelės vietose ir nuo to priklauso jo funkcijos (Goulet et al., 2011). SB5 

branduolio ir citoplazmos lokalizacija CRC atveju gali lemti ląstelių 

piktybiškumą (Gurzu, Jung, 2021), todėl pirmiausia išskyrėme HCT116 ir 

SW620 ląstelių bei jų sublinijų branduolių ir citoplazmų frakcijas, o mėginius 

išfrakcionavome SDS-PAGE. Nustatėme, kad SDS-PAGE matomos dvi SB5 

formos priklauso skirtingoms ląstelių frakcijoms. Remiantis SB5 judėjimu 

SDS-PAGE nustatėme, kad citoplazmoje esančio SB5 dydis yra ~ 42 kDa, o 

branduolyje esantis SB5 juda lėčiau, tad jo dydis yra didesnis nei 42 kDa. 

Lyginant bendrą ląstelių lizatą nustatėme, kad HCT116 ląstelėse ir jų 

sublinijose SB5 dominuoja citoplazmoje, o SW620 ląstelėse ir jų sublinijose 

– branduolyje (4 pr. 1 pav.). 

Toliau tyrėme SB5 baltymo kiekio pokyčius. Nustatėme, kad HCT116/FU 

ląstelėse, lyginant su HCT116, SB5 kiekis padidėjo 4 kartus, o HCT116/OXA 

ląstelėse – 2,2 karto (abiem atvejais p < 0,001). HCT116 ląsteles veikiant 

0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU dozėmis SB5 kiekis abiem atvejais padidėjo 8,1 karto 

(p < 0,001). HCT116/FU ląstelėse SB5 kiekis didėjo po 0,3 mM ir po 1 mM 

5-FU poveikių, atitinkamai, 8,5 ir 9 kartus (p < 0,001). HCT116/OXA 

ląstelėse SB5 kiekis didėjo po 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU poveikių, atitinkamai, 

3,5 (p = 0,03) ir 3,9 (p = 0,005) karto. OxaPt poveikis SB5 kiekį didino 

HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse. HCT116 ląstelėse po 0,03 mM ir 0,06 mM 

OxaPt dozių SB5 kiekis didėjo, 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.). 
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3.6 pav. Serpino B5 (SB5) kiekio pokyčiai HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose. Baltymo 

kiekis matuotas praėjus 48 val. po vaistų poveikio. Pateikta vidurkis + SD, n ≥ 3. Statistiškai 

reikšmingas skirtumas tarp ląstelių: jautrių ir atsparių (#); veiktų ir neveiktų vaistais (*);*, 

kai p ≤ 0,05; **, kai p ≤ 0,01; ***/###, kai p ≤ 0,001. 
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SW620 ląstelėse ir jų sublinijose SB5 baltymo kiekio pokyčius įvertinome 

citoplazmoje (SB5C, 3.7 pav. A, B) ir branduolyje (SB5B, 3.7 pav. A, C). 

Lyginant su SW620 ląstelėmis, SW620/FU sublinijoje SB5C kiekis sumažėjo 

3 kartus (p < 0,001), o SW620/OXA ląstelėse priešingai – padidėjo 1,2 karto 

(p = 0,003). SB5B kiekis buvo vienodas tarp ląstelių linijų. 

5-FU ar OxaPt didino SB5C kiekį, o SB5B kiekis keitėsi priklausomai nuo 

ląstelių ir vaisto ir jo dozės. SW620 ląstelėse 0,3 mM ir 1 mM 5-FU dozės 

SB5C kiekį didino, atitinkamai, 1,8 ir 1,3 karto (p < 0,001), o SW620/FU 

ląstelėse – 3,6 (p < 0,001) ir 2,3 karto (p = 0,002). SW620/OXA ląstelėse 

SB5C kiekis po 5-FU poveikio nesikeitė. SW620 ląsteles veikiant 0,03 mM ir 

0,06 mM OxaPt dozėmis SB5C kiekis didėjo, atitinkamai, 1,9 ir 1,4 karto 

(p < 0,001), o SW620/FU ląstelėse – 2,1 (p = 0,001) ir 2,3 (p = 0,002) karto. 

SW620/OXA ląstelėse SB5C kiekis didėjo 1,6 karto po 0,06 mM OxaPt dozės 

(p = 0,01) (3.7 pav. A-B). 

SW620 ląstelėse 0,3 mM 5-FU dozė didino SB5B kiekį 1,4 karto 

(p = 0,007), o 1 mM dozė priešingai – mažino 2,2 karto (p = 0,002). 

SW620/FU ląstelėse 0,3 mM 5-FU poveikis didino SB5B kiekį 1,5 karto 

(p = 0,04). SW620/OXA ląstelėse SB5B kiekis mažėjo po 1 mM 5-FU 

poveikio 3,3 karto (p = 0,02). Esant 0,03 mM OxaPt dozei SB5B kiekis 

SW620 ląstelėse padidėjo 2,3 karto (p = 0,008). SW620/FU ląstelėse SB5B 

kiekis mažėjo po 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt dozių, atitinkamai 1,2 (p = 0,02) 

ir 1,8 karto (p < 0,001). SW620/OXA ląstelėse SB5B kiekis mažėjo po 

0,06 mM OxaPt poveikio 2 kartus (p = 0,04) (3.7 pav. A ir C). 
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3.7 pav. Serpino B5 kiekio pokyčiai SW620 ląstelėse ir jų sublinijose. Citoplazmoje 

(SB5C) (B) ir branduolyje (SB5B) (C) esančio SB5 kiekis vertintas praėjus 48 val. po vaistų 

poveikio. Pateikta vidurkis + SD, n ≥ 3. Statistiškai reikšmingas skirtumas tarp ląstelių: 

jautrių ir atsparių (#); veiktų ir neveiktų vaistais (*); *, kai p ≤ 0,05; **/##, kai p ≤ 0,01; 

***/###, kai p ≤ 0,001. 
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Apibendrinant rezultatus galime padaryti šias išvadas: 1) lyginant su 

tėvinėmis linijomis HCT116/FU, HCT116/OXA ir SW620/OXA ląstelėse 

citoplazmoje esančio SB5 kiekis padidėjo, o SW620/FU ląstelėse sumažėjo; 

2) 5-FU poveikis didino citoplazmoje esančio SB5 kiekį visose ląstelių 

linijose, išskyrus SW620/OXA, o OxaPt – jį didino visose ląstelių linijose, 

išskyrus HCT116/OXA; 3) Branduolyje esančio SB5 kiekis SW620 ląstelėse 

ir jų sublinijose priklausė nuo ląstelių linijos, vaisto ir jo koncentracijos. 

3.4. Autofagijos reikšmė atsparumui 

Šiame darbe taip pat įvertinome autofagijos baltymų kiekio pokyčius 

atsparumą įgijusiose HCT116 ir SW620 ląstelių sublinijose ir kaip keitėsi po 

5-FU ar OxaPt poveikio bei nustatėme autofagijos reikšmę OxaPt atsparumui. 

Eksperimentai atlikti remiantis 2.1 pav. B dalies schema. Vertinome ATG7, 

ATG12 ir LC3B-II formos (toliau LC3B-II) baltymų kiekį ir autofagijos 

srautą (intensyvumą). ATG7 ir ATG12 yra esminiai autofagijos baltymai, 

dalyvaujantys autofagosomų biogenezėje (1.6.1 poskyris). Autofagijos srautą 

vertinome pagal LC3B-II kiekio pokyčius. Susidarant autofaginėms 

membranoms, LC3B (LC3B-I forma) yra konjuguojamas su 

fosfatidiletanolaminu (PE) ir virsta LC3B-II forma. Ši forma yra naudojama 

kaip autofagijos žymuo, nes LC3B-II kiekis koreliuoja su autofagosomų 

kiekiu, o vykstant galutinėms autofagijos stadijoms, kai autofagosomos 

susilieja su lizosomomis, LC3B-II yra suskaidomas (Nakatogawa, 2020). 

Taigi, autofagijos srautas nustatomas pagal susikaupusį LC3B-II kiekį, kai 

degradacija autolizosomose yra sutrikdyta (Klionsky et al., 2021). Šiame 

darbe autofagijos srauto matavimui ląstelės 4 val. prieš surinkimą buvo 

inkubuotos su 30 µM chlorokvinu (CQ). CQ yra inhibitorius, didinantis 

lizosomų pH ir taip sutrikdantis skaidymą jose. Esant padidėjusiam 

autofagijos srautui mėginiuose su CQ yra nustatomas didesnis LC3B-II kiekis 

nei mėginiuose be CQ (M. Mauthe et al., 2018).  

3.4.1. ATG7 ir ATG12 baltymų kiekio pokyčiai 

Šioje darbo dalyje pirmiausia įvertinome 0,3 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt 

įtaką ATG3, ATG5, ATG7 ir ATG12 transkriptų raiškai HCT116 ląstelėse ir jų 

sublinijose. Nustatėme, kad 5-FU poveikis mažino ATG7 raišką visose ląstelių 

linijose, o ATG12 raišką – HCT116 ir HCT116/OXA (5 pr. 1 pav. A). OxaPt 

poveikis mažino transkriptų raišką HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse. ATG3 

raiška mažėjo HCT116 ląstelėse, o ATG5, ATG7 ir ATG12 – HCT116 ir 

HCT116/FU ląstelėse (5 pr. 1 pav. B). 



65 

Ankstesnių tyrimu metu buvo nustatyta, kad HCT116/FU ir HCT116/OXA 

ląstelės pasižymėjo didesniu ATG7 baltymo kiekiu, o 5-FU ar OxaPt poveikis 

jį mažino HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse. HCT116/OXA ląstelėse 5-FU 

mažino, o OxaPt atvirkščiai – didino ATG7 kiekį (Kukcinavičiūtė, 2019). 

Šiame darbe vertinome ATG12 baltymo kiekio pokyčius. Nustatėme, kad 

lyginant su HCT116 ląstelėmis HCT116/FU ląstelėse jis nepasikeitė, o 

HCT116/OXA ląstelėse padidėjo 1,7 karto (p = 0,001) (3.8 pav.). Toliau 

tyrėme, kaip šio baltymo kiekis keitėsi po 5-FU ar OxaPt poveikio. Nustatėme, 

kad ATG12 kiekis po 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU dozių HCT116 ląstelėse 

sumažėjo, atitinkamai, 4,1 ir 3,6 karto (p < 0,001), HCT116/FU ląstelėse – 1,9 

ir 1,6 karto (p < 0,001), o HCT116/OXA ląstelėse – 4,4 (p < 0,001) ir 2,2 

(p = 0,007) karto (3.8 pav. A). OxaPt poveikis ATG12 kiekį sumažino 

HCT116 ir HCT116/FU, bet ne HCT116/OXA ląstelėse. HCT116 ląstelėse 

0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt dozės ATG12 kiekį abiem atvejais sumažino 

apytiksliai 3 kartus (p < 0,001), o HCT116/FU ląstelėse, atitinkamai, 2 ir 

3,4 karto (p < 0,001) (3.8 pav. B). 
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3.8 pav. ATG12 baltymo kiekio pokyčiai HCT116 ląstelėse ir jų atspariose sublinijose. 

ATG12 kiekis vertintas praėjus 48 val. po 5-FU (A) ir OxaPt (B) poveikio. Pateikta 

vidurkis + SD, n ≥ 3. Statistiškai reikšmingas skirtumas tarp ląstelių: jautrių ir atsparių (#); 

vaistais veiktų ir neveiktų (*). ##/**, kai p ≤ 0,01; ***, kai p ≤ 0,001. 

Toliau nustatėme ATG3, ATG5, ATG7 bei ATG12 transkriptų raiškos 

pokyčius po 1 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt poveikio SW620 ląstelėse ir jų 

sublinijose. Nustatėme, kad 5-FU poveikis nekeitė transkriptų raiškos (5 pr. 

1 pav. C), o OxaPt poveikis didino ATG3 ir ATG12 transkriptų raišką visose 

ląstelių linijose (5 pr. 1 pav. D). 

Šiose ląstelėse įvertinome ATG7 bei ATG12 baltymų kiekio pokyčius. 

Nustatėme, kad 5-FU ir OxaPt poveikis mažino ATG7 kiekį, o ATG12 kiekį 

priešingai – didino. SW620 ląstelėse 0,3 mM ir 1 mM 5-FU dozės ATG7 kiekį 
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sumažino, atitinkamai, 1,7 ir 2,3 karto (p < 0,001), SW620/FU ląstelėse – 1,5 

(p = 0,02) ir 1,9 karto (p = 0,001), o SW620/OXA ląstelėse – 1,6 (p = 0,02) ir 

2,1 karto (p = 0,006) (3.9 pav. A). ATG7 baltymo kiekis SW620 ląstelėse po 

0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt poveikio mažėjo, atitinkamai, 1,4 ir 2 kartus 

(p < 0,001), SW620/FU ląstelėse – 1,4 (p = 0,04) ir 2,1 karto (p = 0,001), o 

SW620/OXA ląstelėse – 1,7 (p = 0,04) ir 1,9 (p = 0,009) karto (3.9 pav. B). 

Priešingai nei ATG7 atveju, ATG12 baltymo kiekis didėjo po 5-FU ir 

OxaPt poveikio. SW620 ląstelėse po 0,3 mM ir 1 mM 5-FU poveikio jis 

didėjo, atitinkamai, 1,8 (p = 0,03) ir 3,9 (p=0,003) karto, o SW620/FU ir 

SW620/OXA ląstelėse esant 1 mM 5-FU dozei – 3 kartus (p < 0,001) 

(3.9 pav. A). Esant 0,06 mM OxaPt dozei ATG12 kiekis didėjo: SW620 

ląstelėse 2,2 karto (p < 0,001), SW620/FU – 1,9 karto (p = 0,01), o 

SW620/OXA – 2,8 karto (p = 0,008) (3.9 pav. B). 

A B 

  

SW620

 SW620/FU 

 SW620/OXA 

A
T

G
7

/ b
-a

kt
in

a
s,

 k
a

rt
a

i

0,5

1,0

1,5

2,0

0 mM

0,3 mM

1,0 mM

5-FU konc.:

***
***

*
**

* **

ATG7

 
SW620

 SW620/FU 

 SW620/OXA 

A
T

G
7

/ b
-a

kt
in

a
s,

 k
a

rt
a

i

0,5

1,0

1,5

2,0

0 mM

0,03 mM

0,06 mM

OxaPt konc.:

***
***

*
**

*
**

ATG7

 

SW620

 SW620/FU 

 SW620/OXA 

A
T

G
1

2
/ b

-a
kt

in
a

s,
 k

a
rt

a
i

1

2

3

4

5

6

0 mM

0,3 mM

1,0 mM

5-FU konc.:

*

**

*** ***

ATG12

 
SW620

 SW620/FU 

 SW620/OXA 

A
T

G
1

2
/ b

-a
kt

in
a

s,
 k

a
rt

a
i

1

2

3

4

5

6

0 mM

0,03 mM

0,06 mM

OxaPt konc.:

*** *

**

ATG12

 

3.9 pav. ATG7 ir ATG12 baltymų kiekio pokyčiai SW620 ląstelėse bei jų atspariose 

sublinijose. Baltymų kiekis vertintas praėjus 48 val. po 5-FU (A) ar OxaPt (B) poveikio. 

Pateikta vidurkis + SD, n ≥ 3. Statistiškai reikšmingas skirtumas tarp ląstelių: vaistais veiktų 

ir neveiktų (*). */**/***, kai p ≤ 0,05/0,01/0,001. 

Įvertinus baltymų kiekio pokyčius galime teigti, kad 1) HCT116/OXA 

ląstelėse ATG12 baltymo kiekis padidėjo lyginant su HCT116 linija; 2) 5-FU 

poveikis HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose mažino ATG12 kiekį, o OxaPt jį 
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mažino HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse; 3) 5-FU ir OxaPt SW620 ląstelėse 

ir jų sublinijose mažino ATG7 baltymo kiekį, o ATG12 priešingai – didino. 

3.4.2. Autofagosomų kiekio ir autofagijos srauto pokyčiai 

Ankstesnių tyrimų metu buvo nustatyta, kad HCT116 ląstelėse ir jų 

sublinijose autofagijos srautas priklausė nuo ląstelių linijos ir poveikio 

(Kukcinavičiūtė, 2019). HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelėse, lyginant su 

HCT116, autofagijos srautas sumažėjo. 5-FU poveikis mažino autofagijos 

srautą HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelėse. OxaPt poveikio 

reikšmė autofagijos srautui priklausė nuo vaisto dozės ir ląstelių linijos. Įdomu 

tai, kad 0,06 mM OxaPt dozė HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse jį sumažino, 

o HCT116/OXA ląstelėse atvirkščiai – padidino (Kukcinavičiūtė, 2019). 

Šiame darbe vertinome, autofagosomų kiekį ir autofagijos srautą SW620 

ląstelėse ir jų atspariose sublinijose (3.10 pav. ir 3.2 lentelė). 
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3.10 pav. Autofagosomų kiekio ir autofagijos srauto pokyčiai SW620 ląstelėse ir jų 

sublinijose. LC3B-II kiekis matuotas praėjus 48 val. po 5-FU (A ir C) ar OxaPt (B ir D) 

poveikio. Autofagijos srauto nustatymui ląstelės prieš surinkimą inkubuotos 4 val. su 

30 µM CQ. Pateikta vidurkis + SD, n ≥ 3. Statistiškai reikšmingas skirtumas tarp ląstelių: 

jautrių ir atsparių (#); veiktų ir neveiktų vaistais (*); be ir su CQ (°). #/*/°, kai p ≤ 0,05; °°, 

kai p ≤ 0,01; ###/°°°, kai p ≤ 0,001. 

Pirmiausia įvertinome autofagijos pokyčius atspariose sublinijose lyginant 

su tėvine linija. Lyginant su SW620 ląstelėmis, SW620/FU ląstelėse LC3B-II 
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kiekis, kuris koreliuoja su autofagosomų skaičiumi, sumažėjo 1,3 karto 

(p = 0,03), o SW620/OXA ląstelėse atvirkščiai – padidėjo 1,7 karto 

(p < 0,001). Autofagijos srautas SW620/FU ir SW620/OXA ląstelėse išaugo, 

atitinkamai, 1,3 karto ir 2,2 karto (3.10 pav. ir 3.2 lentelė). 

Toliau vertinome vaistų poveikį autofagijai. SW620 ląstelėse 1 mM 5-FU 

dozė LC3B-II kiekį padidino 1,4 karto (p = 0,03), SW620/FU – 1,5 karto 

(p = 0,04), o SW620/OXA ląstelėse neturėjo įtakos (3.10 pav. A, C). OxaPt 

poveikis nekeitė LC3B-II kiekio (3.10 pav. B, D). Galiausiai tyrėme, 

autofagijos srautą. SW620 ir SW620/FU ląstelėse 1 mM 5-FU dozė jį 

sumažino 1,6 karto. SW620/OXA ląstelėse autofagijos srautas mažėjo po 

0,3 mM ir 1 mM 5-FU dozių, atitinkamai, 1,6 ir 4,4 karto (3.10 pav. A, C ir 

3.2 lentelė). OxaPt autofagijos srautą SW620 ir SW620/FU ląstelėse veikė 

priešingai – didino. Autofagijos srautas SW620 ląstelėse po 0,03 mM ir 

0,06 mM OxaPt dozių didėjo, atitinkamai, 1,9 ir 1,6 karto, o SW620/FU 

ląstelėse – 1,4 ir 1,5 karto. SW620/OXA ląstelėse autofagijos srautas mažėjo 

1,5 karto po 0,03 mM OxaPt dozės (3.10 pav. B, D ir 3.2 lentelė). 

3.2 lentelė. Autofagijos srautas pagal LC3-II kiekį SW620 ląstelėse ir jų sublinijose. 

Vaisto 

konc., mM 

SW620 SW620/FU SW620/OXA 

Srautas p Srautas p Srautas p 

- 0 0,49  0,009 0,63 ↑* < 0,001 1,1 ↑* < 0,001 

5-FU 
0,3 0,46 - 0,02 0,68 - 0,003 0,68 ↓ > 0,05 

1 0,3 ↓ > 0,05 0,39 ↓ > 0,05 0,25 ↓ > 0,05 

OxaPt 
0,03 0,95 ↑ 0,002 0,86 ↑ 0,001 0,72 ↓ > 0,05 

0,06 0,8 ↑ 0,001 0,93 ↑ 0,007 0,99 - 0,001 

*Lyginant su SW620 linija. Kitur lyginama su vaistais neveiktomis ląstelėmis. 

Srautas – skirtumas tarp CQ veiktų ir neveiktų ląstelių vidurkių. Srautas: padidėjo ↑; 

sumažėjo ↓; nesikeitė -; p – statistiškai reikšmingas skirtumas tarp CQ- ir CQ+. 

Apibendrinant šiuos rezultatus galima daryti išvadas, jog: 1) lyginant su 

SW620 ląstelėmis autofagosomų kiekis SW620/FU ląstelėse sumažėjo, o 

SW620/OXA – padidėjo, autofagijos srautas padidėjo abiejose sublinijose; 

2) 5-FU didino LC3B-II kiekį SW620 ir SW620/FU ląstelėse, bet mažino 

autofagijos srautą visose tirtose ląstelėse; 3) OxaPt didino autofagijos srautą 

SW620 ir SW620/FU ląstelėse, o SW620/OXA ląstelėse jį mažino. 

3.4.3. Autofagijos reikšmė HCT116 ląstelių ir jų sublinijų gyvybingumui 

Kadangi HCT116/OXA ląstelėse po OxaPt poveikio autofagijos srautas 

didėjo, o po 5-FU – mažėjo (Kukcinavičiūtė, 2019), tad toliau siekėme 

įvertinti, kokią reikšmę OxaPt indukuotam atsparumui turi autofagija. 

Eksperimentai atlikti remiantis 2.2 pav. A schema. Specifinėmis siRNR 
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mažinome autofagosomų biogenezėje dalyvaujančių baltymų ATG5, ATG7 ir 

ATG12 kiekį. Transfekcijos efektyvumą vertinome kPGR. HCT116 ląstelėse 

ATG5, ATG7 ir ATG12 transkriptų raiška sumažėjo, atitinkamai, 3,1, 4,1 ir 

5,4 karto, HCT116/FU – 2,6, 3,5 ir 4,1 karto, o HCT116/OXA ląstelėse ATG5 

ir ATG7 raiška sumažėjo 4,4 karto, o ATG12 – 4,1 karto (3.11 pav. A). 

Atlikę KV testą nustatėme, kad ATG7 ir ATG12 raiškos tildymas sumažino 

HCT116 ląstelių gyvybingumą, atitinkamai, 19 % (p = 0,007) ir 30 % 

(p = 0,006). ATG12 raiškos tildymas padarė šias ląsteles jautresnes OxaPt – 

abiejų dozių atvejais gyvybingumas mažėjo 20 % (0,03 mM atveju p = 0,002; 

0,06 mM – p < 0,001) (3.11 pav. B). Vaistais neveiktų HCT116/FU ląstelių 

gyvybingumas mažėjo po ATG5 ir ATG12 raiškos tildymo, atitinkamai, 17 % 

(p = 0,009) ir 26 % (p = 0,004). ATG12 raiškos tildymas 12 % sumažino 

HCT116/FU ląstelių gyvybingumą po abiejų OxaPt dozių (0,03 mM atveju 

p = 0,002; 0,06 mM – p = 0,003) (3.11 pav. C). ATG7 ir ATG12 raiškos 

tildymas sumažino HCT116/OXA ląstelių gyvybingumą, atitinkamai, 8 % 

(p = 0,02) ir 21 % (p = 0,03). Šių taikinių raiškos tildymas nekeitė 

HCT116/OXA ląstelių gyvybingumo po OxaPt poveikio (3.11 pav. D). 
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3.11 pav. ATG5, ATG7 ir ATG12 reikšmė OxaPt sukeltam atsparumui HCT116 

ląstelėse ir jų sublinijose. Transfekcijos efektyvumo vertinimas iRNR lygiu (A). HCT116 

(B), HCT116/FU (C) ir HCT116/OXA (D) ląstelių gyvybingumas vertintas KV metodu po 

transfekcijos siRNR (72 val.) bei OxaPt poveikio (48 val.). A pav. legendos spalvos nurodo 

transkriptą ir jam atitinkamą specifinę siRNR. NK – nespecifinių siRNR mišinys, 5 – ATG5, 

7 – ATG7, 12 – ATG12 transkriptams specifinės siRNR. Pateikti: vidurkis + SD (A); 

viršutinė ir apatinė paklaidų riba, atitinkamai, 90-tas ir 10-tas procentiliai, dėžutė – IQR, 

linija – mediana (B-D), n ≥ 3. ° nurodo statistiškai reikšmingą skirtumą tarp NK ir 

specifinėmis siRNR veiktų ląstelių. °/°°/°°°, kai p ≤ 0,05/0,01/0,001. 
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Autofagijos biogenezėje dalyvaujančių molekulių reikšmę HCT116 

ląstelių ir jų sublinijų gyvybingumui taip pat vertinome MTT metodu, kuris 

atspindi oksidoreduktazių aktyvumą (5 pr. 2 pav.). Nustatėme, kad MTT ir 

KV rezultatai sutapo tik iš dalies. ATG12 raiškos tildymas sumažino HCT116 

kontrolinių ir 0,03 mM OxaPt veiktų ląstelių metabolinį aktyvumą. Tačiau 

ATG5 ir ATG7 kiekio sumažinimas šiose ląstelėse esant 0,06 mM OxaPt dozei 

jį padidino (5 pr. 2 pav. A). Nutildžius ATG7 ir ATG12 raišką HCT116/FU 

ląstelėse esant OxaPt poveikiui metabolinis aktyvumas sumažėjo 

(5 pr. 2 pav. B). HCT116/OXA ląstelėse ATG7 raiškos tildymas padidino 

metabolinį aktyvumą esant 0,03 mM OxaPt dozei (5 pr. 2 pav. C). 

Įvertinus rezultatus galime teigti, kad ATG12 yra svarbus HCT116, 

HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelių išgyvenimui, o jo raiškos tildymas 

didina HCT116 ir HCT116/FU ląstelių jautrumą OxaPt poveikiui. 

3.5. p62 reikšmė atsparumui 

Selektyvios autofagijos receptoriaus p62 kiekio pokyčius tyrėme HCT116 

ir SW620 ląstelėse ir jų sublinijose. Pirmiausia nustatėme p62 kiekį bei 

autofagijos srautą. Kadangi autofagijos metu p62 yra suskaidomas, tad 

sutrikdžius lizosomų funkciją galima nustatyti autofagijos srautą (Yoshii, 

Mizushima, 2017, Ueno, Komatsu, 2020). Eksperimentai vykdyti pagal 

2.1 pav. B schemą. Toliau, mažindami p62 kiekį specifine siRNR, vertinome 

jo reikšmę HCT116 ląstelių ir jų sublinijų atsparumui. Eksperimentai atlikti 

remiantis 2.2 pav. B schema. 

3.5.1. p62 kiekio pokyčiai 

Nustatėme, kad HCT116/FU sublinijoje, lyginant su HCT116 ląstelėmis, 

p62 baltymo kiekis padidėjo 1,8 karto (p < 0,001), o jį koduojančio transkripto 

SQSTM1 kiekis – 2 kartus. HCT116/OXA ląstelėse p62 kiekis nepasikeitė, 

tačiau 2 kartus sumažėjo SQSTM1 kiekis (3.12 pav. ir 6 pr. 1 pav. A). 

Ląsteles veikdami vaistais nustatėme, kad 5-FU poveikis p62 kiekį mažino 

tik tėvinėse HCT116 ląstelėse: 1,4 karto po 0,1 mM dozės ir 5,7 karto esant 

0,3 mM 5-FU dozei (abiem atvejais p < 0,001) (3.12 pav. A, C). Stipri 5-FU 

dozė šiose ląstelėse reikšmingai mažino ir SQSTM1 kiekį (6 pr. 1 pav. B). 

OxaPt poveikis mažino p62 kiekį tėvinėse HCT116 ląstelėse ir nedideliu 

atsparumu šiam poveikiui pasižyminčiose HCT116/FU ląstelėse. p62 kiekis 

po 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt poveikio HCT116 ląstelėse sumažėjo, 

atitinkamai, 1,5 (p = 0,007) ir 7,9 (p < 0,01) karto, o HCT116/FU – 1,5 



71 

(p = 0,005) ir 1,8 (p < 0,001) karto (3.12 pav. B, C). OxaPt nekeitė SQSTM1 

kiekio (6 pr. 1 pav. C). 

Toliau remiantis p62 kiekiu vertinome autofagijos srautą. Nustatėme, kad 

HCT116 ląstelėse 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt dozės jį didino, atitinkamai, 

6,2 ir 8 kartus (abiem atvejais p = 0,02), o HCT116/OXA ląstelėse 0,03 mM 

OxaPt poveikis jį didino 5 kartus (p = 0,049) (3.12 pav.). 
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3.12 pav. p62 baltymo kiekis HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose. p62 baltymo kiekio 

pokyčiai praėjus 48 val. po 5-FU (A ir C) ar OxaPt (B ir D) poveikio. Autofagijos srauto 

nustatymui ląstelės prieš surinkimą inkubuotos 4 val. su 30 µM CQ. Pateikta vidurkis + SD, 

n ≥ 3. Statistiškai reikšmingas skirtumas tarp ląstelių: jautrių ir atsparių (#); veiktų ir 

neveiktų vaistais (*); be ir su CQ (°). °, kai p ≤ 0,05; **, kai p ≤ 0,01; ###/***, kai p ≤ 0,001. 

SW620 ląstelėse ir jų sublinijose p62 kiekis ir autofagijos srautas keitėsi 

nežymiai. SW620/FU ląstelėse 0,06 mM OxaPt poveikis p62 kiekį sumažino 

1,4 karto (p = 0,02). Autofagijos srautas SW620/OXA ląstelėse, lyginant su 

SW620, padidėjo (p = 0,048), o vaistų poveikis jį panaikino (3.13 pav.). 

Įvertinę p62 baltymo kiekio pokyčius galime teigti, kad 1) lyginant su 

tėvinėmis linijomis HCT116/FU ląstelėse p62 kiekis padidėjo, o SW620/OXA 

ląstelėse padidėjo autofagijos srautas; 2) 5-FU poveikis mažino p62 kiekį 

HCT116 ląstelėse, o OxaPt jį mažino – HCT116, HCT116/FU ir SW620/FU 

ląstelėse; 3) OxaPt poveikis padidino autofagijos srautą HCT116 ir 

HCT116/OXA ląstelėse, o SW620/OXA ląstelėse 5-FU ir OxaPt poveikis 

autofagijos srautą priešingai – sumažino. 
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3.13 pav. p62 baltymo kiekis SW620 ląstelėse ir jų sublinijose. p62 baltymo kiekio 

pokyčiai praėjus 48 val. po 5-FU (A ir C) ar OxaPt (B ir D) poveikio. Autofagijos srauto 

nustatymui ląstelės prieš surinkimą inkubuotos 4 val. su 30 µM CQ. Pateikta 

vidurkis + SD, n ≥ 3. Statistiškai reikšmingas skirtumas tarp ląstelių: veiktų ir neveiktų 

vaistais (*); be ir su CQ (°). */°, kai p ≤ 0,05. 

3.5.2. p62 reikšmė HCT116 ląstelių ir jų sublinijų atsparumui 

Tolimesniems tyrimams pasirinkome HCT116 ląsteles ir jų sublinijas, nes 

HCT116/FU sublinijoje nustatėme padidėjusį p62 kiekį. Norėdami nustatyti 

p62 reikšmę atsparumui vertinome p62 raiškos tildymo įtaką ląstelių 

gyvybingumui. Jį matavome KV ir MTT metodais. p62 raišką mažinome 

SQSTM1 transkriptui specifine siRNR, kurios efektyvumas baltymo lygiu 

praėjus 48 val. po transfekcijos visose ląstelėse buvo 100 % (3.14 pav.). 

 

3.14 pav. p62 raiškos tildymo efektyvumas HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose. p62 

baltymo kiekis vertintas praėjus 48 val. po transfekcijos. NK – nespecifinių siRNR mišinys; 

p62 – SQSTM1 transkriptui specifinė siRNR. n = 3. 

KV metodas, atspindintis prie augimo paviršiaus prikibusių adherentinių 

ląstelių kiekį, parodė, kad p62 raiškos tildymas sumažino kontrolinių ląstelių 

gyvybingumą ir darė jas jautresnes vaistų poveikiui (3.15 pav. A). Kontrolinių 
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HCT116 ląstelių gyvybingumas sumažėjo 16 % (p < 0,001), HCT116/FU – 

10 % (p = 0,01), o HCT116/OXA – 8 % (p < 0,001). HCT116 ląstelių 

gyvybingumas po 0,1 mM ir 0,3 mM 5-FU dozių sumažėjo, atitinkamai, 13 % 

(p < 0,001) ir 8 % (p = 0,03), o po 0,03 mM OxaPt dozės – 14 % (p = 0,01). 

HCT116/FU ląstelės tapo jautresnės 0,1 mM 5-FU ir 0,03 mM OxaPt 

poveikiui – gyvybingumas sumažėjo, atitinkamai, 13 % (p < 0,001) ir 9 % 

(p = 0,01). HCT116/OXA ląstelių gyvybingumas mažėjo 9 % esant 0,1 mM 

ir 0,3 mM 5-FU dozėms (p reikšmės, atitinkamai, < 0,001 ir 0,01) bei 11 % 

po 0,03 mM ir 0,06 mM OxaPt dozių (p reikšmės abiem atvejais 0,009). 
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3.15 pav. p62 reikšmė HCT116 ląstelių ir jų sublinijų atsparumui. Ląstelių 

gyvybingumas matuotas KV (A) ir MTT (B) metodais praėjus 72 val. po transfekcijos 

(48 val. po vaistų poveikio). NK – žmogaus transkriptams nespecifinių siRNR mišinys; 

p62 – SQSTM1 transkriptui specifinė siRNR. Pateikta: viršutinė ir apatinė paklaidų riba, 

atitinkamai, 90-tas ir 10-tas procentiliai, dėžutė – IQR, linija – mediana, n ≥ 3. ° nurodo 

statistiškai reikšmingą skirtumą tarp NK ir p62. °/°°/°°°, kai p ≤ 0,05/0,01/0,001. 

Atlikus gyvybingumo matavimą MTT metodu, kuris parodo 

oksidoreduktazių aktyvumą (toliau metabolinis aktyvumas), nustatėme, kad 

p62 raiškos tildymas jį didino vaistams atspariose ląstelėse (3.14 pav. B). p62 

raiškos tildymas padidino HCT116/FU ląstelių metabolinį aktyvumą 14 % 

(p = 0,005), o esant 0,1 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt dozėms jis didėjo, 

atitinkamai, 16 % (p < 0,001) ir 15 % (p = 0,003). HCT116/OXA ląstelėse 

metabolinis aktyvumas po p62 raiškos tildymo didėjo 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 ląstelių gyvybingumą KV ir MTT metodais gavome 

priešingus rezultatus atspariose sublinijose, todėl po p62 raiškos tildymo 

įvertinome ląstelių skaičių (6 pr. 2 pav.). Nustatėme, kad p62 raiškos tildymas 

sumažino HCT116 ir HCT116/FU ląstelių skaičių 20 % (atitinkamai, 

p = 0,005 ir p < 0,001), o HCT116/OXA ląstelių – 24 % (p < 0,001). 

Įvertinę gyvybingumą po p62 raiškos tildymo galime teigti, kad 1) p62 

raiškos tildymas mažino kontrolinių ir 5-FU ar OxaPt veiktų HCT116 ląstelių 

ir jų sublinijų gyvybingumą; 2) p62 raiškos tildymas didino HCT116/FU ir 

HCT116/OXA ląstelių metabolinį aktyvumą. 

3.5.3.  p62 reikšmė ląstelių žūtyje dalyvaujančių baltymų kiekiui 

Norėdami ištirti p62 reikšmę ląstelių išgyvenimui, pirmiausia įvertinome 

jo ryšį su ląstelių žūtyje dalyvaujančiais baltymais. Tam sudarėme baltymų 

tarpusavio sąveikų tinklą (PPI) (6 pr. 3 pav.). Pradiniams mazgams 

pasirinkome p62 ir baltymus, kurie dalyvauja apoptozėje (iniciacijos 

kaspazės-2, 8, 9, 10 ir vykdomosios kaspazės-3, 6, 7) arba nekroptozėje 

(RIPK1, RIPK3 ir MLKL). Kai kurie baltymai, tokie kaip kaspazė-8 ar 

RIPK1, gali dalyvauti abiejų žūčių reguliavime (Shalini et al., 2015). Iš 

baltymų tinklo matome, kad RIPK1 ir kaspazė-8 gali tiesiogiai sąveikauti su 

p62. Žinoma, kad šie baltymai sudaro kompleksus ir gali reguliuoti ląstelių 

išgyvenimo procesus (J. Chen et al., 2019). Todėl tyrėme p62 raiškos tildymo 

įtaką nekroptozėje ir apoptozėje dalyvaujančių baltymų kiekiui HCT116 

ląstelėse ir jų sublinijose. Tam pasirinkome 0,1 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt 

poveikius, kuriems esant p62 raiškos tildymas didina atsparių ląstelių 

metabolinį aktyvumą. Eksperimentai atlikti remiantis 2.2 pav. B schema. 

Pirmiausia įvertinome p62 raiškos tildymo įtaką autofagijos srautui 

matuojant LC3-II kiekį po CQ poveikio. Tam pasirinkome HCT116/FU 

ląsteles, kuriose p62 kiekis padidėjo, lyginant su HCT116, o p62 raiškos 

tildymas esant 0,1 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt dozėms didino metabolinį 

aktyvumą. Nustatėme, kad p62 raiškos tildymas panaikino autofagijos srautą 

kontrolinėse ir OxaPt veiktose ląstelėse, o 5-FU jo nedidino (6 pr. 4 pav.). 

Toliau tyrėme p62 tildymo įtaką ląstelių išgyvenimą valdančių baltymų 

kiekiui. RIPK1 tiesiogiai sąveikauja ir sudaro kompleksą su p62 (Xu et al., 

2021), be to sąveikauja su daugeliu kitų baltymų, tame tarpe ir ląstelės žūties 

reguliatoriais, tokiais kaip RIPK3, kaspazė-8, CFLAR, FAS, TRAF2, 

TRADD ar FADD (6 pr. 4 pav.), tad tyrėme p62 reikšmę RIPK1 kiekiui. 

Pirmiausia vertinome RIPK1 kiekio pokyčius po vaistų poveikio. 5-FU ir 

OxaPt mažino RIPK1 kiekį HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse, o 

HCT116/OXA ląstelėse priešingai – didino. HCT116 ląstelėse 5-FU poveikis 
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RIPK1 kiekį mažino 2,6 karto, o OxaPt – 1,7 karto (abiem atvejais p < 0,001). 

HCT116/FU ląstelėse RIPK1 kiekis mažėjo 1,3 karto po 5-FU (p = 0,03) ir 

2,4 karto po OxaPt (p < 0,001) poveikio. 5-FU ir OxaPt poveikiai RIPK1 kiekį 

HCT116/OXA ląstelėse didino, atitinkamai, 1,5 (p = 0,04) ir 2 kartus 

(p = 0,02) (3.16 pav. juodi stulpeliai). 

Nutildžius p62 raišką nustatėme, kad RIPK1 kiekis sumažėjo visose 

ląstelėse. HCT116 kontrolinėse ląstelėse jis mažėjo 2 kartus, po 5-FU 

poveikio – 4 kartus, o po OxaPt – 5 kartus (visais atvejais p < 0,001). 

HCT116/FU kontrolinėse ląstelėse sumažėjo 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/OXA ląstelėse p62 raiškos tildymas RIPK1 kiekį 

sumažino 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). 
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3.16 pav. RIPK1 kiekis po p62 raiškos tildymo HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose. 

RIPK1 kiekis matuotas praėjus 72 val. po transfekcijos (48 val. po vaistų poveikio). NK – 

žmogaus transkriptams nespecifinių siRNR mišinys; p62 – SQSTM1 transkriptui specifinė 

siRNR. Pateikta vidurkis + SD; n ≥ 3. Statistiškai reikšmingas skirtumas tarp ląstelių: veiktų 

ir neveiktų vaistais (*); NK ir p62 (°). */°, kai p ≤ 0,05; °°, kai p ≤ 0,01; ***/°°°, kai 

p ≤ 0,001. 

Kadangi RIPK1 kiekis priklausė nuo p62, tad toliau tyrėme p62 raiškos 

tildymo įtaką nekroptozei svarbaus RIPK3 kiekiui. Žinoma, kad RIPK1 gali 

sąveikauti su RIPK3 per RHIM domeną, sukelti auto- arba transfosforilinimą 

ir jį aktyvinti (Karlowitz, van Wijk, 2023). Šiame darbe vertinome fosforilintą 

RIPK3 (pRIPK3) formą, kuri dalyvauja nekroptozėje (Ser227) (Dhuriya, 

Sharma, 2018). Nustatėme, kad HCT116 ląstelėse 5-FU poveikis 1,4 karto 

(p = 0,03) sumažino pRIPK3 kiekį. HCT116/FU ląstelėse pRIPK3 kiekis 

mažėjo po 5-FU ir OxaPt poveikio, atitinkamai, 1,2 (p = 0,007) ir 3 kartus 

(p < 0,001). HCT116/OXA ląstelėse pRIPK3 kiekis kito priešingai – didėjo 

2 kartus po OxaPt poveikio (p < 0,001) (3.17 pav. juodi stulpeliai). 

p62 raiškos tildymas 2,1 karto (p = 0,008) sumažino pRIPK3 kiekį 

HCT116/FU ląstelėse po 5-FU poveikio, o HCT116/OXA ląstelėse 2,2 karto 

(p < 0,001) po OxaPt poveikio (3.17 pav. juodi stulpeliai lyginant su baltais). 
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3.17 pav. pRIPK3 kiekis po p62 raiškos tildymo HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose. 

pRIPK3 kiekis vertintas praėjus 72 val. po transfekcijos (48 val. po vaistų poveikio). NK – 

žmogaus transkriptams nespecifinių siRNR mišinys; p62 – SQSTM1 transkriptui specifinė 

siRNR. Pateikta vidurkis + SD; n ≥ 3. Statistiškai reikšmingas skirtumas tarp ląstelių: veiktų 

ir neveiktų vaistais (*); NK ir p62 (°). *, kai p ≤ 0,05; **/°°, kai p ≤ 0,01; ***/°°°, kai 

p ≤ 0,001. 

OxaPt poveikis HCT116/OXA ląstelėse didino RIPK1 ir pRIPK3 kiekį, 

tad tyrėme, ar šis poveikis sukelia nekroptozę. Tai atlikome vertindami 

HCT116 ir jų atsparių sublinijų gyvybingumą po RIPK3 inhibitoriaus 

GSK843 poveikio. Nustatėme, kad GSK843 neturėjo įtakos 5-FU ir OxaPt 

veiktų ląstelių gyvybingumui (duomenys nepateikti), tad nekroptozės 

HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose šie vaistų poveikiai neindukuoja. 

Toliau tyrėme p62 raiškos tildymo reikšmę apoptozėje dalyvaujančios 

kaspazės-3 kiekiui. Nustatėme, kad 5-FU ir OxaPt poveikiai aktyvina 

kaspazę-3 HCT116 ir HCT116/FU, bet ne HCT116/OXA ląstelėse 

(3.18 pav.), o p62 raiškos tildymas jos aktyvumą mažino. HCT116 ląstelėse 

p62 raiškos tildymas esant 5-FU poveikiui jį sumažino 2,6 karto. HCT116/FU 

ląstelėse kaspazės-3 aktyvumas po p62 raiškos tildymo esant 5-FU ar OxaPt 

poveikiui mažėjo, 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 kaspazė-3 po p62 raiškos tildymo HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose. 

Kirptos (aktyvios) kaspazės-3 kiekis nustatytas praėjus 72 val. po transfekcijos (48 val. po 

vaistų poveikio). NK – žmogaus transkriptams nespecifinių siRNR mišinys; p62 – SQSTM1 

transkriptui specifinė siRNR. Pateikta vidurkis + SD, n ≥ 3. ° žymi statistiškai reikšmingą 

skirtumą tarp NK ir p62. °°°, kai p ≤ 0,001. 
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Taip pat įvertinome p62 raiškos tildymo įtaką apoptozei ląsteles dažant 

aneksinu V ir propidžio jodidu (PI) bei matuojant BAX ir BCL2 santykį. 

Nustatėme, kad p62 raiškos tildymas nedidino žuvusių ląstelių kiekio (6 pr. 

5 pav. A), bet sumažino BAX/BCL2 santykį HCT116/FU ląstelėse po 5-FU ir 

OxaPt poveikio (6 pr. 5 pav. B). 

Apibendrinant gautus rezultatus galima teigti: 1) p62 raiškos tildymas 

mažino RIPK1 kiekį kontrolinėse ir 5-FU ar OxaPt veiktose HCT116 ląstelėse 

ir jų sublinijose 2) pRIPK3 kiekis mažėjo po p62 raiškos tildymo HCT116/FU 

ląstelėse po 5-FU poveikio ir HCT116/OXA ląstelėse po OxaPt poveikio; 

3) p62 raiškos tildymas sumažino kaspazės-3 aktyvumą HCT116 ląstelėse po 

OxaPt poveikio, o HCT116/FU – po 5-FU ir OxaPt poveikių. 

3.5.4. p62 reikšmė citokinų kiekiui 

Kadangi p62 raiškos tildymas mažino apoptozėje ir nekroptozėje 

dalyvaujančių baltymų kiekį, o tai nepaaiškino sumažėjusio ląstelių 

gyvybingumo, todėl toliau vertinome p62 reikšmę ląstelių proliferaciją 

reguliuojančių citokinų raiškai. Pasirinkome citokinus, kurių raiška padidėjo 

chemoterapiniams vaistams atspariose ląstelėse (3.2 skyrius). 
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3.19 pav. Citokinų transkriptų raiška po p62 raiškos tildymo HCT116 ląstelėse ir jų 

sublinijose. kPGR atlikta praėjus 48 val. po siRNR transfekcijos. Transkriptų raiška 

normalizuotas pagal HPRT atskaitos geną. Pokyčiai skaičiuoti pagal ląsteles, veiktas 

žmogaus transkriptams nespecifinių siRNR mišiniu (ištisinė linija). Punktyrinės linijos žymi 

biologiškai reikšmingą kiekio pokytį. Pateikta vidurkis + SD, n = 3. 

Atlikę kPGR nustatėme, kad p62 raiškos tildymas sumažino IL1A 

transkriptų raišką visose ląstelių linijose: HCT116 – 3,6 karto, HCT116/FU – 

3,2 karto, o HCT116/OXA – 2 kartus. IL6 raiška sumažėjo tik HCT116 

ląstelėse 2,4 karto. CXCL8 kiekis po p62 raiškos tildymo sumažėjo atspariose 

sublinijose: HCT116/FU – 3,9 karto, o HCT116/OXA – 2,9 karto. Citokinų 

receptoriaus CXCR2 transkriptų raiška sumažėjo visose ląstelėse: HCT116 – 

5,2 karto, HCT116/FU – 4,6 karto, HCT116/OXA – 2,3 karto (3.19 pav.). 

Kadangi p62 raiškos tildymas mažino CXCL8 raišką atspariose sublinijose, 

todėl tyrėme jo koduojamo baltymo IL8 kiekį. IL8 yra sekretuojamas 
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baltymas, todėl jo kiekį vertinome ląstelių auginimo terpėje. Pirmiausia 

nustatėme 0,1 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt poveikio reikšmę IL8 sekrecijai 

(3.20 pav.). Nustatėme, kad HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse 5-FU poveikis 

mažino IL8 kiekį – mediana mažėjo, atitinkamai, 1,9 (p = 0,02) ir 1,4 

(p = 0,049) karto (geltonos ir žalios dėžutės). HCT116/OXA ląstelėse 5-FU 

poveikis IL8 sekreciją padidino 3,4 karto (p < 0,001) (raudona dėžutė). OxaPt 

poveikis HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelėse IL8 sekreciją didino, 

atitinkamai, 1,3 karto (p = 0,02) ir 1,7 karto (p < 0,001). 
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3.20 pav. IL8 kiekis terpėje po p62 raiškos tildymo HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose. 

IL8 kiekis nustatytas praėjus 72 val. po transfekcijos (48 val. po 0,1 mM 5-FU ar 0,06 mM 

OxaPt poveikio). NK – žmogaus transkriptams nespecifinių siRNR mišinys; p62 – SQSTM1 

transkriptui specifinė siRNR. Pateikta viršutinė ir apatinė paklaidų riba, atitinkamai, 90-tas 

ir 10-tas procentiliai, dėžutė – IQR, linija – mediana, n ≥ 3. Statistiškai reikšmingas 

skirtumas tarp ląstelių: veiktų ir neveiktų vaistais (*); NK ir p62 (°). °/*, kai p ≤ 0,05; °°, kai 

p ≤ 0,01; ***/°°°, kai ≤ 0,001. 

p62 raiškos tildymas lėmė IL8 kiekio sumažėjimą visose ląstelių linijose. 

Vaistais neveiktose HCT116 ląstelėse IL8 koncentracija sumažėjo 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 dėžutes lyginant su gelsvomis). Vaistais 

neveiktose HCT116/FU ląstelėse p62 tildymas IL8 kiekį sumažino 3,6 karto 

(p < 0,001), po 5-FU poveikio – 1,6 karto (p = 0,002), o po OxaPt poveikio 

pokyčių nenustatyta (3.20 pav. žalias dėžutes lyginant su žalsvomis). 

HCT116/OXA ląstelėse, neveiktose vaistais, IL8 kiekis po p62 raiškos 

tildymo sumažėjo 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 dėžutes 

lyginant su rausvomis). 

Kadangi p62 raiškos tildymas mažino IL8 receptorių koduojančio 

transkripto CXCR2 transkriptų kiekį, tad toliau tyrėme, ar tai sumažina ir 

baltymo kiekį. Nustatėme, kad p62 raiškos tildymas jį sumažino 1,2 karto 

(p = 0,02) tik HCT116/FU kontrolinėse ląstelėse (3.21 pav. juodi stulpeliai 

lyginant su baltais). Vaistų poveikis neturėjo įtakos CXCR2 baltymo kiekiui, 

išskyrus tuo atveju, kai HCT116/FU ląstelės buvo veiktos 0,1 mM 5-FU doze. 

CXCR2 kiekis sumažėjo 1,2 karto (p = 0,03) (3.21 pav. juodi stulpeliai). 
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3.15 pav. CXCR2 kiekis po p62 raiškos tildymo HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose. 

CXCR2 kiekis tirtas praėjus 72 val. po transfekcijos (48 val. po 0,1 mM 5-FU ar 0,06 mM 

OxaPt poveikio). NK – žmogaus transkriptams nespecifinių siRNR mišinys; p62 – SQSTM1 

transkriptui specifinė siRNR. Pateikta vidurkis + SD; n ≥ 3. Statistiškai reikšmingas 

skirtumas tarp ląstelių: veiktų ir neveiktų vaistais (*); NK ir p62 (°). */°, kai p ≤ 0,05. 

Apibendrinant gautus rezultatus galime teigti, kad p62 raiškos tildymas 

mažino 1) citokinų transkriptų raišką HCT116 ląstelėse – IL1A, IL6 ir CXCR2, 

HCT116/FU ir HCT116/OXA – IL1A, CXCL8 ir CXCR2; 2) IL8 baltymo 

kiekį kontrolinėse ir 5-FU veiktose HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose, bei po 

OxaPt poveikio – HCT116 ir HCT116/OXA ląstelėse. 
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4. DISKUSIJA 

Šiame darbe vertinome atsparumo chemoterapiniams vaistams 5-FU ir 

OxaPt molekulinius mechanizmus kolorektalinio vėžio (CRC) ląstelėse. 

Tyrėme citokinų, serpinų ir autofagijos baltymų kiekio pokyčius atsparumą 

chemoterapiniams vaistams įgijusiose CRC ląstelėse bei autofagijos reikšmę 

atsparumui. Eksperimentams naudojome atsparias sublinijas, kurios buvo 

išvestos mūsų laboratorijoje iš HCT116 ir SW620 ląstelių, jas ilgą laiką 

kultivuojant su 5-FU (HCT116/FU ir SW620/FU) arba OxaPt (HCT116/OXA 

ir SW620/OXA). Šie vaistai pasirinkti, nes iki šiol pavienis 5-FU poveikis 

arba jo kombinacija su OxaPt yra pagrindinis pažengusio CRC gydymo būdas. 

Pirmiausia įvertinome šiame darbe naudotų ląstelių atsparumo lygį. 

Gyvybingumo vertinimas po 5-FU ir OxaPt poveikio atskleidė, kad SW620 

ląstelės yra atsparesnės vaistų poveikiui nei HCT116 ląstelių linija. Tai galima 

paaiškinti HCT116 ir SW620 ląstelėse esančiomis skirtingomis vėžio 

vystymąsi skatinančiomis mutacijomis. Nors abi ląstelių linijos turi mutavusį 

KRAS geną, tačiau tik SW620 ląstelėse yra mutavęs TP53 (Ahmed et al., 

2013). Žinoma, kad mutavęs TP53 yra susijęs su atsparumu chemoterapiniams 

vaistams CRC atveju (Li et al., 2019). Išvestos sublinijos pasižymėjo skirtingu 

atsparumu vaistams. SW620/FU ir SW620/OXA sublinijų atsparumas 5-FU 

ir OxaPt poveikiui buvo mažesnis lyginant su sublinijomis, išvestomis iš 

HCT116 ląstelių. Be to, nors HCT116/FU, SW620/FU ir HCT116/OXA 

ląstelių atsparumas buvo indukuotas pavieniu vaisto poveikiu, tačiau šios 

sublinijos įgijo atsparumą abiem vaistams. Daugybinis atsparumas yra dažnai 

stebimas vėžio atveju, kai ląstelės, veiktos pavieniu vaistu, tampa atsparios ir 

kitiems vaistams, veikiantiems skirtingais mechanizmais (Bukowski et al., 

2020). 

Norėdami įvertinti pasirinktų molekulių kiekio pokyčius ir molekulinius 

veikimo mechanizmus chemoterapiniams vaistams atspariose CRC ląstelėse 

pasirinkome tris aspektus: 1) tyrėme molekulinius pokyčius, įvykusius 

atspariose sublinijose, lyginant su jautriomis; 2) vertinome 5-FU ir OxaPt 

įtaką autofagijos intensyvumui ir pasirinktų molekulių kiekiui; 3) nustatėme 

pasirinktų taikinių raiškos tildymo reikšmę ląstelių gyvybingumui. 

Pirmiausia įvertinome, kaip atspariose HCT116/FU ir HCT116/OXA 

sublinijose, lyginant su HCT116, pasikeitė citokinų transkriptų raiška ir kaip 

ji keitėsi po 5-FU ir OxaPt poveikio. HCT116/FU ląstelėse padidėjo daugelio 

vėžio vystymąsi skatinančių citokinų raiška: IL1A, IL6, IL32, CXCL3, 

CXCL4, CXCL5, CXCL8, CXCL10 ir EGF. Šiose ląstelėse pakito ir citokinų 

receptorius koduojančių transkriptų raiška: CXCR1 ir CXCR2 – padidėjo, o 

CXCR4 – sumažėjo. HCT116/OXA ląstelėse citokinų raiška pasikeitė mažiau. 
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Šiose ląstelėse padidėjo IL6, CXCL1, CXCL11, CXCR1 ir CXCR4, bet 

sumažėjo IL7 ir CXCR2 raiška. Žinoma, kad citokinai, reguliuodami apoptozę, 

NF-κB signalinį kelią, kitų citokinų raišką, autofagiją ar vaistus išnešančių 

nešiklių kiekį, dalyvauja susidarant įgytam atsparumui (1.2 lentelė). Parodyta, 

kad IL6 ir IL8 didina vaistus išnešančio nešiklio ABCC1 kiekį (Shi et al., 

2012), kuris yra susijęs su 5-FU ir OxaPt indukuotu atsparumu CRC ląstelėse 

(Cao et al., 2017). Parodyta, kad IL8 gali reguliuoti NF-κB signalinį kelią, 

kuris yra susijęs su atsparumu 5-FU (Korber et al., 2016), o 5-FU atspariose 

CRC ląstelėse IL8 receptoriaus CXCR2 blokavimas sumažina ląstelių 

gyvybingumą (Dabkeviciene et al., 2015). Fosforilintas EGFR (Tyr1068), 

kurio kiekis yra padidėjęs HCT116/FU ir HCT116/OXA sublinijose 

(nepublikuoti duomenys), kitų autorių duomenimis yra siejamas su atsparumu 

5-FU ir OxaPt (Qian et al., 2019). Tai leidžia daryti prielaidą, kad citokinai ir 

jų receptoriai galėtų būti potencialūs atsparumą 5-FU ir OxaPt lemiantys 

veiksniai. Toliau tyrėme 5-FU ir OxaPt poveikį citokinų ir jų receptorių 

transkriptų raiškai. Iki šiol yra mažai duomenų apie citokinų raiškos pokyčius 

vėžinėse ląstelėse po chemoterapinių vaistų poveikio (Groysman et al., 2021), 

dar mažiau yra žinoma apie jų raišką vaistams atspariose vėžinėse ląstelėse. 

Šiame darbe nustatėme, kad HCT116 ląstelėse tiek 5-FU, tiek OxaPt poveikis 

reikšmingai didino IL1A, IL6, IL32, CXCL8, CXCR1, CXCR2 ir CXCR4 

raišką, o HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelių atsakas priklausė nuo vaisto. 

HCT116/FU ląstelėse citokinų raiška labiau didėjo po OxaPt, o 

HCT116/OXA ląstelėse atvirkščiai – po 5-FU poveikio. Taigi, vaistas, kurį 

naudojant buvo išvesta tam tikra sublinija, nesukelia citokinų raiškos 

padidėjimo. Citokinų raiškos pokyčiai gali būti ląstelės atsakas į vaisto sukeltą 

stresą, prie kurio ji nėra prisitaikiusi. Taip pat, citokinų raiškos padidėjimas 

gali būti būdas ląstelėms apsisaugoti nuo vaistų sukelto citotoksiškumo. 

Žinoma, kad kai kurie citokinai skatina vaistų priešvėžines savybes, kai kurie 

priešingai – lemia vėžinių ląstelių proliferaciją, metastazes ir atsparumą. Po 

vaistų poveikio padidėjusi interleukinų ir chemokinų raiška dažniausiai 

skatina proliferaciją ir daro teigiamą poveikį vėžio progresijai (Groysman et 

al., 2021). 

Tirdami serpinų transkriptų raišką HCT116 ir SW620 ląstelėse bei jų 

sublinijose nustatėme, kad SB5 kiekis padidėjo HCT116/FU ląstelėse ir 

sumažėjo SW620/FU, o 5-FU ir OxaPt poveikis didino jo kiekį visose 

ląstelėse, išskyrus HCT116/OXA subliniją, todėl toliau tyrėme jo baltymo 

kiekį. Nustatėme, kad HCT116/FU, HCT116/OXA ir SW620/OXA ląstelėse, 

lyginant su tėvinėmis linijomis, padidėjo citoplazmoje esančio SB5 kiekis, o 

SW620/FU ląstelėse priešingai – sumažėjo. Duomenų apie SB5 įtaką 

atsparumui nėra, tačiau žinoma, kad jo raiška yra padidėjusi CRC ląstelėse 
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lyginant su sveikomis (Chang et al., 2018). Taip pat yra parodyta, kad ne tik 

SB5 kiekis, bet ir jo lokalizacija ląstelėje turi įtakos vėžio vystymuisi ir 

agresyvumui (Gurzu, Jung, 2021). SW620 ląstelėse ir jų sublinijose SB5 yra 

daugiau branduolyje nei citoplazmoje, o HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose 

atvirkščiai – jo yra daugiau citoplazmoje. Žinoma, kad SB5 lokalizacija CRC 

ląstelėse priklauso nuo mikrosatelitų būklės (Gurzu, Jung, 2021). MSS 

sporadinių kolorektalinių adenokarcinomų, tame tarpe ir SW620, SB5 

branduolio raiška laikoma didelio agresyvumo, didelio pumpurų susidarymo 

laipsnio ir aukšto laipsnio dediferenciacijos rodikliu. MSI pasižyminčiose 

CRC ląstelėse, tame tarpe ir HCT116, SB5 kiekis yra didesnis citoplazmoje 

nei branduolyje (Gurzu, Jung, 2021). Toliau vertinome 5-FU ir OxaPt poveikį 

SB5 kiekiui. Šie vaistai padidino jo kiekį HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse. 

HCT116/OXA ląstelėse SB5 kiekis padidėjo tik po 5-FU poveikio. SW620 

ląstelėse ir jų sublinijose SB5 kiekį nustatėme ne tik citoplazmoje, bet ir 

branduolyje. Vaistų poveikis skirtingai veikė citoplazmoje ir branduolyje 

esančio SB5 kiekį. 5-FU ir OxaPt nežymiai, bet reikšmingai, padidino SB5 

kiekį SW620 ir SW620/FU ląstelių citoplazmoje, o SW620/OXA ląstelėse jis 

didėjo tik po stipresnės OxaPt dozės. Taigi, 5-FU ir OxaPt skirtingai keitė SB5 

kiekį skirtingose ląstelių linijose. Tai gali būti susiję su p53 baltymu, kuris 

indukuoja SB5 raišką (Lin et al., 2019), o p53 koduojančio TP53 geno raiška 

yra indukuojama įvykus DNR pažaidoms, kurias sukelia 5-FU ar OxaPt 

poveikis (Cho et al., 2020, Yang et al., 2016). HCT116 ir HCT116/FU 

ląstelėse TP53 genas yra laukinio tipo, o HCT116/OXA ląstelėse TP53 turi 

dvi mutacijas: Y236C DNR prijungimo domene, ir I255T p53 agregavimo 

regione (nepublikuoti duomenys). SW620 ląstelėse TP53 genas taip pat turi 

dvi mutacijas: R273H DNR prijungimo domene ir P309S lokalizacijos į 

branduolį sekoje (NLS) (Ahmed et al., 2013). Dėl mutacijų, įvykusių DNR 

prijungimo domene, sumažėja p53 aktyvinamų genų raiška, tame tarpe ir SB5. 

Yra parodyta, kad skrandžio vėžio ląstelėse, turinčiose mutacijas TP53 geno 

DNR prijungimo domene, SB5 kiekis yra mažesnis nei ląstelėse, turinčiose 

laukinio tipo TP53 (Gurzu et al., 2020). SW620 ląstelėse ir jų sublinijose, 

turinčiose mutavusį TP53, nežymiai padidėjusį SB5 kiekį po 5-FU ir OxaPt 

poveikio galėjo lemti ir kiti signaliniai keliai, indukuojantys SB5 raišką 

(Wongnoppavich et al., 2017). SW620 ląstelių ir jų sublinijų branduolyje 

esančio SB5 kiekis po 5-FU ir OxaPt poveikio skyrėsi tarp ląstelių linijų ir 

taip pat priklausė nuo vaisto ar jo dozės. Žinoma, kad SB5 pernašą į branduolį 

aktyvina EGF-EGFR signalinis kelias (Longhi et al., 2021). Mūsų tyrimai 

parodė, kad kitoje CRC ląstelių linijoje HCT116 ir jų sublinijose EGF ir 

EGFR transkriptų kiekis (3.3 pav.) bei EGFR aktyvumas (nepublikuoti 

duomenys) keitėsi skirtingai, priklausomai nuo ląstelių, vaisto ir jo dozės. 
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Galima manyti, kad vaistų poveikis, turėdamas skirtingą poveikį EGF ir 

EGFR kiekiui ar signalinio kelio aktyvumui, gali lemti ir skirtingą branduolyje 

esančio SB5 kiekį. 

Toliau vertinome autofagijos pokyčius HCT116 ir SW620 ląstelėse bei jų 

sublinijose. Autofagosomų brendimui svarbių baltymų ATG7 ir ATG12 

kiekis, lyginant su jautriomis, skyrėsi tarp atsparių sublinijų. ATG7 baltymo 

kiekis nežymiai, bet reikšmingai padidėjo HCT116/FU ir HCT116/OXA 

ląstelėse (Kukcinavičiūtė, 2019), o ATG12 baltymo kiekis padidėjo 

HCT116/OXA ląstelėse. SW620 ląstelių sublinijose ATG7 ir ATG12 kiekio 

pokyčių nenustatėme. ATG7 ir ATG12 dalyvauja autofagosomų susidaryme. 

ATG7 aktyvina ATG8 šeimos baltymus (įskaitant LC3) ir ATG12. Tai svarbu 

ATG8 šeimos baltymų kovalentiniam prijungimui prie PE, kuris įeina į 

autofaginių membranų sudėtį (Nakatogawa, 2020). CRC audiniuose, lyginant 

su sveiku audiniu, yra padidėjęs ATG5, ATG7, ATG12 kiekis (H. Liu et al., 

2022, Scherr et al., 2020). Taip pat yra nustatyta, kad autofagija yra 

suaktyvėjusi ir kitose, įgytą atsparumą turinčiose vėžinėse ląstelėse. Gimdos 

kaklelio vėžio ląstelėse, atspariose paklitakseliui, padidėjo ATG7 ir ATG12-

ATG5 konjugato kiekis (Peng et al., 2014), cisplatinai atspariose plaučių 

vėžio (W. Li et al., 2020) ir osteosarkomos (Jiang et al., 2017) ląstelėse 

padidėjo ATG5 ir ATG7 kiekis. Krūties vėžio ląstelėse, atspariose 5-FU, 

docetakseliui arba doksorubicinui, padidėjo ATG5 kiekis (C. K. Das et al., 

2018), o vinkristinui atspariose skrandžio vėžio ląstelėse padidėjo ATG12 

kiekis (An et al., 2015). 

Toliau vertinome autofagijos baltymo LC3B-II kiekį, kuris koreliuoja su 

autofagosomų skaičiumi (Nakatogawa, 2020). Lyginant su tėvinėmis 

linijomis autofagosomų kiekis atspariose sublinijose keitėsi skirtingai. Jų 

padaugėjo HCT116/FU ir SW620/OXA ląstelėse, o HCT116/OXA ir 

SW620/FU priešingai – sumažėjo. Kiti autoriai yra nustatę, kad CRC ląstelių 

sublinijose, atspariose 5-FU (Xian et al., 2020) ar OxaPt (Huang et al., 2018) 

poveikiui, autofagosomų kiekis yra padidėjęs. Autofagijos intensyvumą 

(srautą) vertinome pagal LC3B-II ir p62 kiekio pokyčius, kai skaidymas 

lizosomose yra sutrikdytas. LC3B-II įeina į autofagosomų membranų sudėtį 

ir dalis jo yra suskaidoma autolizosomose (Klionsky et al., 2021), o p62 yra 

autofagijos substratas, kuris autofagijos metu kartu su savo kroviniu yra 

suskaidomas (Ueno, Komatsu, 2020). Autofagijos srautas (pagal LC3B-II) 

taip pat skyrėsi tarp sublinijų. Jis sumažėjo HCT116/OXA ląstelėse, bet 

padidėjo SW620/FU ir SW620/OXA sublinijose. Tai rodo, kad iš HCT116 

ląstelių išvestose sublinijose skaidymo intensyvumas autofagosomose 

nepasikeitė arba nežymiai sumažėjo, o SW620 ląstelių sublinijose padidėjo. 
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Selektyvios autofagijos receptoriaus p62 kiekis, lyginant su tėvine linija, 

padidėjo HCT116/FU ląstelėse, o SW620/OXA ląstelėse padidėjo autofagijos 

srautas (pagal p62). Tai reiškia, kad SW620/OXA ląstelėse skaidymo greitis 

yra padidėjęs. Yra nustatyta, kad CRC sergančių pacientų vėžiniuose 

audiniuose p62 kiekis yra padidėjęs lyginant su sveiku audiniu ir yra siejamas 

su bloga gijimo prognoze (Ren et al., 2014, J. Zhang et al., 2019). Pagal kitų 

autorių duomenis p62 kiekis atspariose ląstelėse priklauso nuo vėžio tipo ar 

atsparumo konkrečiam vaistui. MDR pasižyminčiose kiaušidžių vėžio 

ląstelėse bei atsparumą OxaPt turinčiose CRC ląstelėse p62 kiekis yra 

sumažėjęs, o autofagijos srautas yra padidėjęs (Sun et al., 2020, J. Wang et 

al., 2018). Skrandžio vėžio ląstelėse, atspariose cisplatinai, p62 kiekis taip pat 

yra sumažėjęs lyginant su jautriomis ląstelėmis (Miao et al., 2021). Padidėjęs 

p62 kiekis yra galvos ir kaklo vėžio ląstelėse, atspariose priešvėžiniam vaistui 

RITA (Shin et al., 2017), OxaPt atspariose kepenų vėžio ląstelėse (Ma et al., 

2021) ir trigubą atsparumą turinčiose HEp-2 epitelio vėžio ląstelėse (Battista 

et al., 2018). 

4.1 lentelė. Autofagijos pokyčiai atspariose sublinijose lyginant su jautriomis. 

Baltymas/Procesas HCT116/FU HCT116/OXA SW620/FU SW620/OXA 

ATG7 ↑* ↑* - - 

ATG12 - ↑ - - 

LC3B-II ↑* ↓* ↓ ↑ 

SrautasLC3B-II -* ↓* ↑ ↑ 

p62 ↑ - - - 

Srautasp62
 - - - ↑ 

* palyginimui duomenys paimti iš E. Kukcinavičiūtė, 2019 

Srautas – autofagijos srautas pagal LC3-II ar p62 kiekio pokyčius esant ir nesant CQ. 

↑ – kiekio/proceso didėjimas/aktyvinimas,↓ – mažėjimas/slopinimas; - – pokytis 

statistiškai nereikšmingas. 

Apibendrinant rezultatus galima teigti, kad HCT116/FU ir HCT116/OXA 

ląstelės skiriasi pagal autofagijos baltymų kiekį. HCT116/FU sublinijoje 

padidėjo ATG7, LC3B-II ir p62 kiekis, o HCT116/OXA ląstelėse padidėjo 

ATG7 ir ATG12 kiekis, o LC3B-II kiekis sumažėjo. Šiose sublinijose 

autofagijos srautas nežymiai sumažėjo arba nepasikeitė lyginant su tėvine 

linija. Tai rodo, kad galimai autofagosomos susidaro, bet skaidymas jose yra 

sutrikęs arba sulėtėjęs. Nepaisant to, kad SW620/FU ir SW620/OXA 

sublinijose, lyginant su SW620, nepasikeitė ATG7 ir ATG12 baltymų kiekis, 

tačiau išaugo autofagijos srautas, tai rodo, kad autofagija galėtų būti svarbi 

įgytam atsparumui šiose sublinijose. 

Toliau vertinome, kaip autofagija keitėsi po 5-FU ir OxaPt poveikio. 

Nustatėme, kad HCT116 ir SW620 ląstelėse bei jų sublinijose vaistai 
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autofagiją veikė skirtingai (4.2 lentelė). HCT116 ląstelėse 5-FU ir OxaPt 

mažino ATG7, ATG12 ir p62 kiekį, bei autofagijos srautą (pagal LC3B-II). 

HCT116/FU ląstelėse abu vaistai taip pat sumažino ATG7, ATG12 kiekį, bei 

autofagijos srautą (pagal LC3B-II), o p62 kiekis mažėjo po OxaPt poveikio. 

HCT116/OXA ląstelėse šių vaistų įtaka autofagijai išsiskyrė. 5-FU poveikis 

mažino ATG7, ATG12 kiekį ir autofagijos srautą (pagal LC3B-II), o OxaPt 

priešingai – didino ATG7 kiekį ir autofagijos srautą (pagal LC3B-II ir p62). 

SW620 ląstelėse ir jų sublinijose autofagija priklausė nuo vaisto. Įdomu tai, 

kad šiose linijose 5-FU ir OxaPt mažino ATG7, bet didino ATG12 baltymo 

kiekį, o autofagijos srautas priklausė nuo vaisto. SW620 ir SW620/FU 

ląstelėse 5-FU autofagijos srautą (pagal LC3B-II) slopino, o OxaPt 

priešingai – aktyvino. SW620/OXA ląstelėse autofagijos srautas (pagal 

LC3B-II ir p62) mažėjo po abiejų vaistų poveikių. 

4.2 lentelė. Autofagijos pokyčiai po 5-FU ir OxaPt poveikio. 

Baltymas/Procesas 

HCT116 HCT116/FU HCT116/OXA 

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

ATG7* ↓ ↓ ↓ ↓ ↓0,3 ↑ 

ATG12 ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ - 

LC3B-II* ↓0,1 ↓0,03, ↑0,06 ↓ ↓0,03 ↑ ↑0,03, ↓0,06 

SrautasLC3B-II* ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↑0,06 

p62 ↓ ↓ - ↓ - - 

Srautasp62 - ↑ - - - ↑0,03 

Baltymas/ Procesas SW620 SW620/FU SW620/OXA 

ATG7 ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

ATG12 ↑ ↑0,06 ↑1 ↑0,06 ↑1 ↑0,06 

LC3B-II ↑1 - ↑1 - - - 

SrautasLC3B-II ↓1 ↑ ↓1 ↑ ↓ ↓0,03 

p62 - - - ↓0,06 - - 

Srautasp62 - - - - ↓ ↓ 

* palyginimui duomenys paimti iš E. Kukcinavičiūtė, 2019 

Srautas – autofagijos srautas pagal LC3-II ar p62 kiekio pokyčius esant ir nesant CQ. 

↑ – kiekio/proceso didėjimas/aktyvinimas,↓ – mažėjimas/slopinimas; - – pokytis 

statistiškai nereikšmingas. Prie rodyklių nurodytos vaistų koncentracijos (mM), kurioms 

esant baltymų kiekio pokytis buvo statistiškai reikšmingas.  

Autofagiją slopinantis 5-FU poveikis buvo nustatytas ir kitose CRC 

ląstelėse – SNUC5, o 5-FU atsparioje SNUC5 ląstelių sublinijoje autofagijos 

intensyvumas sumažėjęs lyginant su jautriomis (Yao et al., 2017). OxaPt 

poveikis autofagijos srautui priklausė nuo ląstelių tipo ir dozės. Autofagijos 

aktyvinimas esant OxaPt poveikiui CRC ląstelėse yra siejamas su atsparumu 

(Sun et al., 2020), tačiau yra duomenų, rodančių OxaPt neigiamą įtaką 

autofagijai šio tipo vėžinėse ląstelėse (Boo et al., 2022). Autofagosomų 
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biogenezėje dalyvaujančių molekulių raiškos skirtumus galėjo lemti ląstelių 

molekuliniai pokyčiai, skirtingas vaistų veikimo mechanizmas, bei sudėtinga 

šių molekulių raiškos reguliacija. Yra parodyta, kad nesmulkialąstelinės 

plaučių karcinomos ląstelėse cisplatina mažina ATG5, ATG7 ir Beclin-1 

baltymų kiekį ir autofagijos baltymų raišką reguliuojančio transkripcijos 

faktoriaus MiTF kiekį (W. Li et al., 2020). Yra žinoma, kad ATG7 ir ATG12 

raiška gali būti reguliuojama transkripcijos metu ir po jos. Pavyzdžiui, ATG7 

raiška karboplatina veiktose krūties vėžio ląstelėse yra reguliuojama 

transkripcijos faktoriaus HSF1 (Desai et al., 2013). ATG12 raiška kiaušidžių 

karcinomos ląstelėse priklauso nuo transkripcijos faktoriaus NRF2 (Bao et al., 

2014), o kasos vėžio ląstelėse – nuo iRNR splaisingo baltymo PTBP3, kuris 

lemia atsparumą gemcitabinui (Ma et al., 2020). ATG7 ir ATG12 raišką gali 

reguliuoti ir miRNR, be to, kai kurios miRNR yra susijusios su atsparumu 

chemoterapiniams vaistams. HCT116 ir SW620 ląstelėse ATG7 kiekį mažina 

miR-106a (Hao et al., 2017), kepenų karcinomos ląstelėse – miR-199a-5p (Xu 

et al., 2012). Skrandžio vėžio ląstelėse ATG12 yra miR-23b-3p taikinys (An 

et al., 2015), docetakseliui jautriose ir atspariose plaučių adenokarcinomos 

ląstelėse – miR-200b (Pan et al., 2015), deksametazonui atspariose dauginės 

mielomos ląstelėse – miR-221/222 (Xu et al., 2019). 

Vaistų įtaka p62 baltymo kiekiui skyrėsi priklausomai nuo ląstelių linijos. 

5-FU ir OxaPt mažino p62 kiekį HCT116 ląstelėse, o SW620 ląstelėse nekeitė. 

Šie vaistai jį sumažino ir DLD1 ląstelėse (Zitkute et al., 2023), kurios, kaip ir 

HCT116 linija, pasižymi MSI ir CIMP bei jų KRAS ir PIK3CA genuose yra 

įvykusios mutacijos. Šie rezultatai sutampa ir su kitų tyrimų duomenimis, kai 

5-FU ir OxaPt mažino p62 kiekį CRC ląstelėse (He et al., 2020, B. Kumar et 

al., 2021). Šiame darbe nustatėme, kad OxaPt poveikis mažino p62 kiekį ir 

HCT116/FU ląstelėse, kurios pasižymi nedideliu atsparumu šiam vaistui, ir 

SW620/FU sublinijoje, kurios neįgijo atsparumo OxaPt poveikiui. DLD1/FU 

ląstelėse, kurios nėra atsparios OxaPt poveikiui, šis poveikis taip pat sumažino 

p62 kiekį (Zitkute et al., 2023). Apibendrinant gautus rezultatus galime teigti, 

kad p62 kiekis nekito ląstelių sublinijose, turinčiose atsparumą konkrečiam 

vaistui. Tai parodo, kad p62 raiškos mažėjimas yra susijęs su jautrumu 5-FU 

ar OxaPt poveikiui.  

Nemažai tyrimų rodo, kad autofagijos farmakologinis ar genetinis 

slopinimas didina ląstelių jautrumą chemoterapiniams vaistams (Zamame 

Ramirez et al., 2021), todėl šiame darbe nustatėme autofagijos reikšmę 

atsparumui HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose. Ją vertinome mažindami 

autofagijoje dalyvaujančių molekulių ATG5, ATG7, ATG12 ir p62 kiekį ir 

matuodami ląstelių gyvybingumą dviem metodais: ląsteles dažant kristaliniu 

violetiniu (KV) ir matuojant mitochondrijų oksidoreduktazių aktyvumą MTT 
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metodu (toliau metabolinis aktyvumas). Kadangi OxaPt kai kuriais atvejais 

didino autofagijos intensyvumą (5-FU poveikis jį mažino), šiame darbe 

mažindami autofagosomų biogenezei svarbių baltymų ATG5, ATG7 ir 

ATG12 kiekį, tyrėme autofagijos reikšmę atsparumui OxaPt. Nustatėme, kad 

ATG5 raiškos tildymas sumažino vaistais neveiktų HCT116/FU ląstelių 

gyvybingumą, o ATG7 – HCT116 ir HCT116/OXA. Šiuo metu yra žinoma, 

kad ATG5 yra svarbus cisplatinai atsparių plaučių vėžio ląstelių (W. Li et al., 

2020) ir krūties vėžio ląstelių, atsparių epirubicinui (Chittaranjan et al., 2014) 

ar doksorubicinui (C. K. Das et al., 2018) išgyvenimui ir atsparumui. Taip pat 

yra nustatyta, kad ATG7 kiekio sumažinimas reikšmingai mažina epirubicinui 

atsparių krūties vėžio ląstelių (Chittaranjan et al., 2014), paklitakseliui 

atsparių gimdos kaklelio vėžio (Peng et al., 2014) ir 5-FU atsparių CRC 

ląstelių (Li et al., 2010) gyvybingumą. Šiame darbe taip pat nustatėme, kad 

ATG12 raiškos tildymas sumažino vaistais neveiktų HCT116 ląstelių ir jų 

sublinijų gyvybingumą, bei padidino HCT116 ir HCT116/FU ląstelių 

jautrumą OxaPt poveikiui. Panašiai kaip ir KV atveju, ATG12 raiškos 

tildymas mažino HCT116 ir HCT116/FU ląstelių metabolinį aktyvumą. Kiti 

mokslininkai parodė, kad ATG12 yra svarbus ir kitų vėžio tipų atsparumui 

vaistams, tame tarpe plaučių vėžio ląstelėms, atsparioms docetakseliui (Pan et 

al., 2015), bei skrandžio vėžio ląstelėms, atsparioms 5-FU, vikristinui ir 

cisplatinai (An et al., 2015).  

p62 raiškos tildymas sumažino prie augimo paviršiaus prikibusių ląstelių 

skaičių (KV), tačiau padidino atsparių sublinijų metabolinį aktyvumą (MTT). 

Žinoma, kad ląstelėse MTT gali būti redukuojamas oksidoreduktazių, 

dehidrogenazių ir elektronų donorų (dažniausiai NAD(P)H) (Ghasemi et al., 

2021). Šie rezultatai leidžia daryti prielaidą, kad atspariose sublinijose p62 yra 

svarbus reguliuojant oksidacijos-redukcijos reakcijų pusiausvyrą, o jo raiškos 

tildymas sumažina ląstelių skaičių, bet padidina redukcinį aktyvumą. Taigi, 

atspariose sublinijose p62 skatina ląstelių išgyvenimą, bet slopina redukcinį 

pajėgumą, o jautriose – skatina išgyvenimą. Šie duomenys rodo, kad 

atspariose sublinijose, lyginant su jautriomis, yra pasikeitęs metabolizmas. 

Kitų tyrimų metu nustatyta, kad metabolinis perprogramavimas yra vienas iš 

atsparumo chemoterapiniams vaistams bruožų (Chen et al., 2020). 

p62 svarba ląstelių išgyvenimui paskatino išanalizuoti, kokie molekuliniai 

veiksniai, per p62 reguliuojantys ląstelių žūtį ir išgyvenimą, galėtų būti 

reikšmingi atsparumui. Po p62 raiškos tildymo vertinome su p62 tiesiogiai 

sąveikaujančio RIPK1 kiekį. Žinoma, kad RIPK1 gali būti aktyvinamas 

įvairių signalų, kuriuos indukuoja stresą sukeliantys veiksniai ar imuninių 

receptorių TLR ar TNFR aktyvavimas. Šie signaliniai keliai reguliuoja 

išgyvenimo, žūties ir uždegimo genų raišką (Newton, 2020). RIPK1 gali veikti 



88 

dviem būdais – kaip struktūrinis komponentas, apsaugantis ląstelę nuo žūties, 

arba veikti kaip kinazė, kuri priešingai – indukuoja žūtį (Delanghe et al., 

2020). RIPK1 kaip struktūrinis komponentas gali aktyvinti NF-κB arba 

MAPK signalinius kelius, kurių aktyvinimas lemia įvairių uždegiminių ir 

išgyvenimą skatinančių genų raišką. RIPK1 kaip struktūrinis komponentas 

taip pat gali apsaugoti ląstelę nuo apoptozės ar nekroptozės. Tačiau RIPK1, 

veikdamas kaip kinazė, priklausomai nuo sąlygų, gali inicijuoti apoptozę ar 

nekroptozę (Delanghe et al., 2020, Newton, 2020). p62 raiškos tildymas 

sumažino RIPK1 kiekį kontrolinėse bei 5-FU ir OxaPt veiktose HCT116 

ląstelėse ir jų sublinijose. Įdomu tai, kad vaistai mažino RIPK1 kiekį HCT116 

ir HCT116/FU ląstelėse, o HCT116/OXA ląstelėse priešingai – didino. Tai 

leidžia manyti, kad RIPK1 atlieka skirtingas funkcijas atspariose sublinijose. 

Žinoma, kad RIPK1 gali sąveikauti su RIPK3 ir indukuoti jo auto ir 

transfosforilinimą (Karlowitz, van Wijk, 2023), o aktyvintas RIPK3 gali 

indukuoti nekroptozę arba apoptozę (Tummers, Green, 2022), nors mūsų 

ląstelėse RIPK3 slopinimas inhibitoriumi GSK843 nepakeitė ląstelių atsako į 

5-FU ir OxaPt poveikį (Zitkute et al., 2023). Toliau vertinome p62 raiškos 

tildymo įtaką nekroptozei svarbaus fosforilinto RIPK3 (Ser227) (pRIPK3) 

kiekiui. pRIPK3 kiekis po p62 raiškos tildymo mažėjo HCT116/FU ląstelėse 

po 5-FU poveikio ir HCT116/OXA ląstelėse po OxaPt poveikio. Tai rodo šios 

molekulės dalyvavimą procesuose, susijusiuose su šių ląstelių atsparumu 

5-FU ir OxaPt. Taip pat įvertinome p62 reikšmę kaspazės-3 aktyvumui ir 

apoptozei. p62 raiškos tildymas HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse sumažino 

kaspazės-3 aktyvumą bei nekeitė žuvusių ląstelių kiekio. Tai sutapo su kitų 

mokslininkų gautais rezultatais, kai kaspazių-3, 8 ir 9 aktyvumas mažėjo po 

p62 raiškos tildymo (Huang et al., 2011, Huang et al., 2013). RIPK1 gali būti 

siejamas ne tik su nekroptoze, bet ir su ląstelių išgyvenimu. Nustatyta, kad 

pažeidus DNR CRC ląstelėse vyksta RIPK1 ubikvitilinimas, o tai aktyvina 

NF-κB signalinį kelią ir lemia vėžinių ląstelių išgyvenimą ir proliferaciją 

(Sheng et al., 2017). Tyrimai parodė, kad RIPK1 ir RIPK3 raiškos 

padidėjimas gali skatinti CRC ląstelių proliferaciją, išgyvenimą ir citokinų 

raišką (Z. Y. Liu et al., 2019, Zeng et al., 2018). Taip pat yra duomenų, 

rodančių, kad RIPK1 ir RIPK3 kiekis yra sumažėjęs CRC ląstelėse, lyginant 

su sveiku audiniu, ir tai lemia CRC tolimesnį vystymąsi (Bozec et al., 2016, 

Moriwaki et al., 2015). Šiuo metu žinių apie RIPK1 ir RIPK3 įtaką CRC 

ląstelių atsparumui nėra, tačiau žinoma, kad RIPK3 kiekio sumažėjimas lemia 

atsparumą cisplatinai gerklų plokščialąstelinės karcinomos ląstelėse (Sun et 

al., 2018). 

Kadangi p62 raiškos tildymas nesukėlė žūties po vaistų poveikio, todėl liko 

neaišku, kodėl ląstelių gyvybingumas po p62 raiškos tildymo mažėjo. Tai 
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paskatino įvertinti p62 įtaką išgyvenimą skatinančių citokinų kiekiui. Šiame 

darbe nustatėme, kad p62 raiškos tildymas mažino CXCL8 transkripto ir jo 

koduojamo IL8 baltymo kiekį. Žinoma, kad CXCL8 geno raiška yra 

reguliuojama NF-κB (Park, Hong, 2016). Tyrimai parodė, kad p62 gali 

tiesiogiai per savo TB domeną arba per RIPK1 aktyvinti NF-κB signalinį kelią 

ir taip indukuoti CXCL8 raišką (Kumar et al., 2022). 

Taigi, remiantis mūsų duomenimis galime teigti, kad 5-FU sukeltas 

atsparumas, lyginant su OxaPt, padidina didesnės dalies citokinų transkriptų 

kiekį. Atspariose CRC ląstelių sublinijose didėja serpino B5 baltymo kiekis, 

o 5-FU ir OxaPt jo kiekį didina tėvinėse ląstelėse ir sublinijose, išvestose 

kultivuojant su 5-FU. Nustatėme, kad CRC ląsteles ir jų atsparias sublinijas 

paveikus 5-FU ar OxaPt ATG7 ir ATG12 baltymų kiekis ir autofagijos 

intensyvumas priklauso nuo linijos. Be to, ATG12 yra svarbus HCT116 

ląstelių ir jų sublinijų išgyvenimui bei HCT116 ir HCT116/FU ląstelių 

atsparumui OxaPt. Baltymo p62 kiekis yra padidėjęs HCT116/FU ląstelėse. 

p62 yra svarbus HCT116 ląstelių ir vaistams atsparių sublinijų išgyvenimui 

bei atsparumui 5-FU ir OxaPt, nes skatina citokinų raišką. 
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IŠVADOS 

• HCT116/FU ląstelėse citokinų transkriptų kiekis yra padidėjęs labiau nei 

HCT116/OXA sublinijoje, o 5-FU ir OxaPt didina citokinų transkriptų 

kiekį ląstelėse, neprisitaikiusiose prie vaisto poveikio; 

• Atspariose CRC ląstelėse serpino B5 kiekis padidėja, o 5-FU ir OxaPt jį 

didina HCT116 ir SW620 ląstelėse ir jų sublinijose, išvestose su 5-FU; 

• ATG12 kiekis yra padidėjęs HCT116/OXA ląstelėse, o 5-FU ir OxaPt 

poveikis jo kiekį mažina HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose, bet didina 

SW620 ląstelėse ir jų sublinijose; 

• ATG12 yra svarbus HCT116 ląstelių ir jų sublinijų išgyvenimui, o jo 

raiškos tildymas didina HCT116 ir HCT116/FU ląstelių jautrumą OxaPt; 

• p62 kiekis yra padidėjęs HCT116/FU ląstelėse, o jo kiekio mažėjimas po 

5-FU ir OxaPt poveikio koreliuoja su jautrumu vaistams CRC ląstelėse ir 

jų atspariose sublinijose; 

• p62 reguliuoja IL8 raišką bei skatina HCT116 ląstelių ir jų sublinijų 

išgyvenimą bei atsparumą 5-FU ir OxaPt. 
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SUMMARY OF DOCTORAL DISSERTATION 

LIST OF ABBREVIATIONS 

5-FU 5-fluorouracil 

CIMP CpG island methylator phenotype 

CIN Chromosomal instability 

CRC Colorectal cancer 

CQ Chloroquine 

CMS Consensus molecular subtype 

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

CV Cell viability measurement method with crystal violet 

FC Flow cytometry 

HC Cell counting with a hemacytometer 

IC50 Concentration of the drug that kills 50 % of cells 

LC3B-I Cytoplasmic form of LC3B 

LC3B-II Lipidated form of LC3B associated with the membrane of 

autophagosomes 

MDR Multidrug resistance 

MSI/MSS Microsatellite instability/stability 

MTT Cell viability measurement method with MTT reagent 

NT Negative control – cells treated with a mix of human 

transcripts non-targeting siRNAs 

OxaPt Oxaliplatin 

qPCR Quantitative PCR 

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

IC50 

ROS Reactive oxygen species 

SB1/B5/E1/E2 Serpins B1/B5/E1/E2 

SDS Sodium dodecyl sulphate 

siRNA Small interfering RNA 

SQSTM1 Gene or transcript encoding p62 protein 

WB 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: 

• To compare the levels of cytokine, serpin, autophagy proteins and intensity 

of autophagy in drug-sensitive and resistant colorectal cancer cells; 

• 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; 

• 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/OXA 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. IL1β 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/OXA and SW620/OXA 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/OXA 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/OXA 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. 

• ATG12 levels are elevated in HCT116/OXA 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/OXA, SW620/OXA were generated in our laboratory 

by prolonged cultivation with medium containing 5-FU or OxaPt. 5-FU 

concentration was increased from 10 µM to 20 µM for HCT116/FU cells and 

from 5 µM to 50 µM for SW620/FU cells. OxaPt concentration was increased 

from 1 µM to 20 µM for HCT116/OXA cells and from 5 µM to 50 µM 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 % 

CO2. 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 ddH2O 

(10 mg/mL) and 30 µM 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 × 105 cells/mL, 

HCT116/OXA, SW620, SW620/FU – 1.5 × 105 cells/mL and HCT116/FU, 

SW620/OXA – 2 × 105 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 (qPCRD), 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. 

 

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 × 105 cells/mL, HCT116/FU and HCT116/OXA 

sublines – 1.5 × 105 cells/mL in an antibiotic-free medium. Transfection was 

performed 24 h after cell seeding. siRNA and transfection reagent 

“Lipofectamine RNAiMAXTM” (Thermo Fisher Scientific) were gently mixed 

with “Opti-MEMTM” 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. 

Reagents (µL) 

Number of wells in a plate 

48 24 12 6 

Opti-MEMTM medium 40 100 100 200 

siRNA (10 µM) 0,134 0,29 0,5 1,25 

Lipofectamine RNAiMAXTM 0,4 1,76 3 7,5 

 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 

GAUAtt, 4390827, Ambion), ATG7 (CCAACACACUCGAGUCUUUtt, 

4390827, Ambion) ATG12 (GCAGUAGAGCGAACACGAAtt, 4457298, 

Ambion) or p62 (TCGGAGGATCCGAGTGTGAAT, SI03116750, 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 

(qPCRATG) and for p62 – 48 h after transfection at protein levels (WBp62). 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.

 

Fig. 2. Schedule of ATG5, ATG7, ATG12 (A) and p62 (B) siRNA transfection. 



99 

Quantitative PCR (qPCR). Total RNA was isolated using the “GeneJET 

RNA Purification Kit” (Thermo Fisher Scientific). Complementary DNA 

(cDNA) was synthesized from 1-3 µg of RNA sample using the “MaximaTM 

H Minus cDNA Synthesis Master Mix kit” (Thermo Fisher Scientific). qPCR 

reactions were performed using 50 ng of cDNA, “Maxima SYBR Green/ROX 

qPCR Master Mix (2X)” (Thermo Fisher Scientific) and specific primers 

(2 suppl. 1 table) on the “StepOnePlusTM Real-Time PCR System” (Applied 

Biosystems). The mRNA expression levels were normalized to endogenous 

control genes TBP and/or HPRT. Threshold cycle values (Ct) were determined 

from three independently isolated RNA samples and performed in duplicates. 

“Comparative Ct method” (ΔΔCt 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 “PierceTM BCA 

Protein Assay Kit“ (Thermo Fisher Scientific). 50 µg of total protein was used 

for electrophoresis. Protein samples were stacked in 4 % SDS-PAGE for 1 h 

at 80 V and separated in 10 % SDS-PAGE for ATG7, ATG12, RIPK1, 

pRIPK3, 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. 

α-tubulin 52 5 000 Rabbit ab52866, Abcam 

β-actin 42 5 000 Rabbit ab8227, Abcam 

ATG7 75 1 000 Mouse MAB6608, R&D Systems 

ATG12 17 1 000 Rabbit 701684, Invitrogen 

Caspase 3cleaved 17-19 1 500 Rabbit 9661, Cell Signaling 

LC3B 16-18 5 000 Rabbit ab51520, Abcam 

p62 62 10 000 Rabbit ab109012, Abcam 

RIPK1 78 1 000 Mouse MAB3585, R&D Systems 

pRIPK3Ser227 54 3 000 Rabbit ab209384, Abcam 

Serpin B5 42 1 000 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 “PierceTM 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 β-actin or α-tubulin that was used as a loading control. 

ELISA. IL8 concentration was detected in the cell growth medium. ELISA 

was performed using “ELISA MAXTM 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 585 nm 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 % CO2. 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. 
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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 KRASG13D and 

PIK3CAH1047R mutations (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 KRASG12V and 

TP53R273H, P309S mutations (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/OXA and 

SW620/OXA). 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/OXA 

sublines. In HCT116/FU cells, 1 mM 5-FU reduced viability by 30 % and in 

HCT116/OXA 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/OXA – 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). 
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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/OXA 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 CTT50 we determined resistance indexes (RI). 

Table 3. IC50 and RI values of HCT116 and SW620 cell lines 

and their chemoresistant sublines. 

Cell line Drug IC50, mM RI 

HCT116 
5-FU 0.1 - 

OxaPt 0.03 - 

HCT116/FU 
5-FU > 1 > 10 

OxaPt 0.06 2 

HCT116/OXA 
5-FU 1 10 

OxaPt 0.3 10 

SW620 
5-FU 0.3 3* 

OxaPt 0.03 -* 

SW620/FU 
5-FU 1 3.3 

OxaPt 0.06 2 

SW620/OXA 
5-FU 0.3 - 

OxaPt 0.06 2 

* SW620 cell line compared with HCT116. 

IC50 – half-maximal inhibitory concentration of 5-FU or OxaPt; 

RI – resistance index of chemoresistant sublines – ratio between 

drug-resistant and drug-sensitive cells IC50. 
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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/OXA 

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/OXA 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 IL1α and IL1β), IL6R (IL6), CCR9 

(CCL25), CXCR1 (IL8 and CXCL6), CXCR2 (IL8, CXCL1, CXCL2, 

CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7), CXCR4 (CXCL12α and β) 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). 

 

Fig. 4. Levels of cytokine and their receptor transcripts in HCT116/FU and 

HCT116/OXA 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, IL32, 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, IL6 

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/OXA 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/OXA 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). 

 

Fig. 5. Effect of 5-FU and OxaPt on the levels of cytokines and their receptor 

transcripts in HCT116 cells and their sublines. qPCR 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, IL32, CXCL3, CXCL4, 

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/OXA 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/OXA (A) and 

SW620/FU, SW620/OXA (B) sublines. qPCR 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. In HCT116 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). 

 

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. qPCR 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/OXA (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/OXA 

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 0.03 mM 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 (SB5N, Fig. 9C). 
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Compared to SW620 cells, the SB5C 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). SB5B levels were similar between cell lines. 

Exposure to 5-FU or OxaPt increased SB5C levels, while SB5N levels 

varied depending on the cells and the drug dose. In SW620 cells, doses of 

0.3 mM and 1 mM 5-FU increased SB5C 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 SB5C levels, and the 

SW620/FU cells – 2.1 (p = 0.001) and 2.3-fold (p = 0.002), respectively. In 

SW620/OXA cells, SB5C levels increased 1.6-fold after a dose of 0.06 mM 

OxaPt (p = 0.01) (Fig. 9A-B). 

In SW620 cells, 0.3 mM 5-FU increased SB5N 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 SB5N levels 1.5-fold 

(p = 0.04). In SW620/OXA 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, SB5N 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, SB5N 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; ###/*** – 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/OXA 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-II) 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-II. 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-II 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 µM 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 ATG12 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 

(Kukcinavičiūtė, 2019). In the present study, we assessed changes in ATG12 
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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/OXA 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 ATG7 levels and an increase in ATG12 levels. In SW620 

cells, doses of 0.3 mM 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 ATG7 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/OXA 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/OXA (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 (Kukcinavičiūtė, 2019). HCT116/FU and HCT116/OXA 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/OXA 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/OXA cells increased (Kukcinavičiūtė, 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 µM 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 mM and 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/OXA 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-II level in SW620 cells and their sublines. 

Drug 

conc., mM 

SW620 SW620/FU SW620/OXA 

Flux p Flux p Flux p 

- 0 0.49  0.009 0.63 ↑* < 0.001 1.1 ↑* < 0.001 

5-FU 
0.3 0.46 - 0.02 0.68 - 0.003 0.68 ↓ > 0.05 

1 0.3 ↓ > 0.05 0.39 ↓ > 0.05 0.25 ↓ > 0.05 

OxaPt 
0.03 0.95 ↑ 0.002 0.86 ↑ 0.001 0.72 ↓ > 0.05 

0.06 0.8 ↑ 0.001 0.93 ↑ 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 ↑; decreased ↓; unchanged -; p – a statistically significant difference 

between CQ- and CQ+. 

Taken together, these results showed that: 1) compared to SW620 cells, 

autophagosomes amount decreased in the SW620/FU subline but increased in 

the SW620/OXA and autophagic flux increased in both sublines; 2) 5-FU 

treatment increased LC3B-II 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/OXA. 

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 

(Kukcinavičiūtė, 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 ATG7 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/OXA 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 mRNA 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/OXA 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 µM 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; ###/***, – 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/OXA 

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 µM 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/OXA 

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/OXA cells, while in SW620/OXA 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 SQSTM1 transcript, which was 100 % effective at the 

protein level 48 h after transfection in all cell lines (Fig. 16). 

 

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 SQSTM1 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/OXA 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/OXA 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/OXA 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/OXA 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 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. 

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, pRIPK3 levels decreased after 5-FU and OxaPt treatment 

by 1.2-fold (p = 0.007) and 3-fold (p < 0.001), respectively. In HCT116/OXA 

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 



121 

(p < 0.001) in HCT116/OXA cells after OxaPt treatment (black bars versus 

white bars in Fig. 19). 
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Fig. 19. pRIPK3 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 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 (°). * indicates that p ≤ 0.05; **/°° – p ≤ 0.01; 

***/°°° – p ≤ 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 SQSTM1 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/OXA 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/OXA (Fig. 21). 
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Fig. 21. Cytokine transcript levels after silencing of p62 expression in HCT116 cells 

and their sublines. qPCR 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. 

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/OXA cells, 5-FU treatment increased IL8 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 IL8 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/OXA 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. IL8 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 

CXCR2; 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/OXA and 

SW620/OXA). 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/OXA 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/OXA 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/OXA 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-κB 

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, IL8 may regulate the NF-κB 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 SERPINB5 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/OXA and SW620/OXA 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/OXA 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 I255T 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 (Kukcinavičiūtė, 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. Liu et al., 2022, Scherr et al., 2020). Autophagy has also been found 

to be activated in other cancer cells with acquired resistance. ATG7 and 

ATG12-ATG5 conjugate levels were increased in paclitaxel-resistant cervical 

cancer cells (Peng et al., 2014), ATG5 and ATG7 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-II, 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/OXA 

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-II 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-II) 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/OXA SW620/FU SW620/OXA 

ATG7 ↑* ↑* - - 

ATG12 - ↑ - - 

LC3B-II ↑* ↓* ↓ ↑ 

FluxLC3B-II -* ↓* ↑ ↑ 

p62 ↑ - - - 

Fluxp62
 - - - ↑ 

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

Flux – autophagic flux was assessed by LC3-II or p62 levels in the presence or absence 

of CQ. ↑ – 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-II and p62 

levels were increased, whereas in HCT116/OXA cells, ATG7 and ATG12 

levels were increased, while LC3B-II 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-II 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-II), while OxaPt activated it. In 

SW620/OXA cells, autophagic flux (by LC3B-II and p62) was reduced by 

both drugs. 

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

Protein 

HCT116 HCT116/FU HCT116/OXA 

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

ATG7* ↓ ↓ ↓ ↓ ↓0.3 ↑ 

ATG12 ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ - 

LC3B-II* ↓0.1 ↓0.03, ↑0.06 ↓ ↓0.03 ↑ ↑0.03, ↓0.06 

FluxLC3B-II* ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↑0.06 

p62 ↓ ↓ - ↓ - - 

Fluxsp62 - ↑ - - - ↑0.03 

Protein SW620 SW620/FU SW620/OXA 

ATG7 ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

ATG12 ↑ ↑0.06 ↑1 ↑0.06 ↑1 ↑0.06 

LC3B-II ↑1 - ↑1 - - - 

FluxLC3B-II ↓1 ↑ ↓1 ↑ ↓ ↓0.03 

p62 - - - ↓0.06 - - 

Fluxp62 - - - - ↓ ↓ 

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

Flux – autophagic flux was assessed by LC3-II 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 SNUC5, 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 

ATG12 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). 



132 

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-κB 

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/OXA 

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-κB 

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-κB (Park, Hong, 2016). Studies have shown that 

p62 can activate, either directly through its TB domain or via RIPK1 NF-κB 

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/OXA, 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 būdai, padidinantys chemoterapiniams 

vaistams atsparių ląstelių jautrumą vaistams. 

 

1 pr. 1 pav. Autofagijos slopinimas, mažinantis vaistams atsparių vėžinių ląstelių 

gyvybingumą. Raudonai pažymėti 1.3 lentelėje paminėti autofagijos inhibitoriai ir 

baltymai. WO – vortmaninas, 3-MA – 3-metiladeninas, PE – fosfatidiletanolaminas; PI3P – 

fosfatidilinozitolio 3-fosfatas. Parengta pagal S. M. Lim et al., 2021 ir H. Wang et al., 2021. 
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2 priedas. kPGR naudotų pradmenų sąrašas su sekomis. 

2 pr. 1 lentelė. kPGR naudotų pradmenų sąrašas ir sekos. 

Genas Tiesioginis (5‘ → 3‘) Atvirkštinis (5‘ → 3‘) 

HPRT tggcgtcgtgattagtgatg accctttccaaatcctcagc 

TBP tgtaccgcagctgcaaaat ggattatattcggcgtttcg 

ATG3 gccgttaaagagatcacactgg gggtagcctcatctgtttccaa 

ATG5 gagtaggtttggctttggttga cacacatctcgaagcacatct 

ATG7 ctgtggttgccggaagttg ccagcagagtcaccattgtagt 

ATG12 tagagcgaacacgaaccatc catcactgccaaaacactcatag 

SQSTM1 tgaaacacggacacttcgg atcaacttcaatgcccagagg 

SE1 cctcaggaagcccctagaga tggagaggctcttggtctgaa 

SE2 acggcgtaaatggagttggt ggagacgatggccttgttga 

SB1 cggcctgtcggttttcac tctcactcaacgccaggaac 

SB5 gcctccacatccaggtcttt catccattgcgggcctgg 

IL1A agcatggtggtagtagcaacc tctcaggcatctccttcagc 

IL1B tgaagtgctccttccaggac gaaccagcatcttcctcagc 

IL6 agccctgagaaaggagacat tttcagccatctttggaagg 

IL7 cgatcaattattggacagcatgaa cgagcagcacggaataaaa 

IL8 gaaggtgcagttttgccaag ggtccactctcaatcactctcag 

IL10 tgcctttaataagctccaagaga tgtcaaactcactcatggcttt 

IL12A gacctctttcataactaatgggagt ctaaggcacagggccatcat 

IL12B cagggacatcatcaaacctg agggtactcccagctgacct 

IL13 accagaaggctccgctct tgcacagtacatgccagct 

IL18 ctttaaggaaatgaatcctcctg aaggtctctctctttttcacaagc 

IL32 agagctggaggacgacttca tcataataagccgccactgtc 

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 tgcatgcaactgtgttgttg cagttcccaccacttcaggt 

IL1R1 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. Citokinų transkriptų raiška HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose. 

3 pr. 1 lentelė. Citokinų transkriptų kiekio pokyčiai HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelėse 

 

Citokinai 

HCT116/FU HCT116/OXA 

HPRT TBP Pokytis HPRT TBP Pokytis 

C
it

o
k

in
ai

 

IL1A 10,4 ± 2 8,2 ± 2,3 ↑ 1,2 ± 0,8 0,9 ± 0,5 - 

IL1B 2,2 ± 1,2 1,8 ± 0,8 - 1,1 ± 0,2 0,8 ± 0,1 - 

IL6 2,8 ± 1,1 2,3 ± 0,6 ↑ 5,6 ± 0,9 4 ± 0,6 ↑ 

IL7 1,3 ± 0,2 1,1 ± 0,2 - 0,1 ± 0 0,2 ± 0,1 ↓ 

IL10 0,6 ± 0,3 0,5 ± 0,3 - 1,4 ± 0,4 1,9 ± 0,6 - 

IL12A 3,7 ± 0,5 3,2 ± 0,5 ↑ 1,1 ± 0,7 0,8 ± 0,4 - 

IL12B 1,6 ± 0,4 1,3 ± 0,3 - 2,6 ± 0,8 1,9 ± 0,5 - 

IL13 1,6 ± 0,4 1,4 ± 0,2 - 1,9 ± 0,5 1,4 ± 0,3 - 

IL18 0,6 ± 0 0,5 ± 0,1 - 1,1 ± 0,1 0,8 ± 0,1 - 

IL32 8,3 ± 1,7 6,5 ± 1,7 ↑ 1,8 ± 0,2 1,3 ± 0,2 - 

CCL25 2,1 ± 1,5 1,7 ± 0,9 - 0,8 ± 0,2 0,6 ± 0,1 - 

CXCL1 2,3 ± 0,2 1,8 ± 0,1 - 2,2 ± 0,3 3,1 ± 0,5 ↑ 

CXCL3 2,9 ± 0,7 2,5 ± 0,5 ↑ 2,1 ± 0,4 1,5 ± 0,2 - 

CXCL4 2,9 ± 1,7 2,3 ± 1,1 ↑ 1,2 ± 0,7 0,8 ± 0,5 - 

CXCL5 4 ± 2,7 3,2 ± 1,8 ↑ 1,1 ± 0,4 0,8 ± 0,2 - 

CXCL8 14,3 ± 2,9 11,6 ± 0,2 ↑ 1,6 ± 0,7 1,2 ± 0,5 - 

CXCL10 2,3 ± 1 2 ± 0,8 ↑ 1,3 ± 0,2 0,9 ± 0 - 

CXCL11 2,3 ± 0,8 1,5 ± 0,3 - 4,1 ± 0,2 3,4 ± 0,4 ↑ 

EGF 4,8 ± 1,4 3,6 ± 1,2 ↑ 1,5 ± 0,4 1,9 ± 1 - 

TNF 5,1 ± 2,6 4,2 ± 2,2 ↑ 1,3 ± 0,1 1,8 ± 0,1 - 

R
ec

ep
to

ri
ai

 

IL1R1 1,6 ± 0,3 1,2 ± 0,5 - 1,2 ± 0,1 1 ± 0,1 - 

IL6R 1,5 ± 0,2 1,1 ± 0,4 - 1,2 ± 0,2 1 ± 0,1 - 

CCR9 1,7 ± 0,6 1,3 ± 0,8 - 1,7 ± 0,7 1,4 ± 0,8 - 

CXCR1 5 ± 0,5 3,7 ± 1,4 ↑ 14 ± 3 11,4 ± 1,4 ↑ 

CXCR2 5,6 ± 2,5 3,8 ± 1,3 ↑ 0,4 ± 0,3 0,3 ± 0,3 ↓ 

CXCR4 0,5 ± 0,2 0,4 ± 0,2 ↓ 2,9 ± 1 2,3 ± 0,6 ↑ 

EGFR 1,1 ± 0,2 0,9 ± 0,2 - 1,8 ± 0,5 2,2 ± 1 - 

Pateikta: vidurkis ± SD, n = 3. ↑ – transkripto kiekis padidėjo; ↓ – sumažėjo; - – nepasikeitė, 

lyginant su HCT116 ląstelėmis. 
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3 pr. 2 lentelė. Citokinų transkriptų kiekio pokyčiai po 5-FU ir OxaPt poveikio 

  5-FU konc. mM OxaPt konc. mM 

 Citokinai 0,1 0,3 Pokytis 0,03 0,06 Pokytis 
H

C
T

1
1

6
 

IL1A 6,4 ± 0 11 ± 0,1 ↑ 3,4 ± 0 8,6 ± 0,1 ↑ 

IL6 1,3 ± 0,2 2,3 ± 0,3 ↑0,3 3 ± 0,4 9,1 ± 0,9 ↑ 

IL32 2,2 ± 0,2 3,8 ± 0,1 ↑ 2,2 ± 0,1 4 ± 0,2 ↑ 

CXCL8 5,4 ± 0,4 17,4 ± 0,6 ↑ 2,7 ± 0 9,8 ± 0,8 ↑ 

EGF 1,6 ± 0,1 2,1 ± 0,1 ↑0,3 0,5 ± 0 0,4 ± 0 ↓ 

CXCR1 13,2 ± 0,8 19,5 ± 1 ↑ 11 ± 0,9 17,1 ± 2,8 ↑ 

CXCR2 23,6 ± 0,7 29,4 ± 1,9 ↑ 15,1 ± 0,6 7,4 ± 0,3 ↑ 

EGFR 2,4 ± 0,2 1,6 ± 0,1 ↑0,1 3,1 ± 0,1 1 ± 0 ↓0,03 

H
C

T
1

1
6

/F
U

 

IL1A 1,9 ± 0,1 1,9 ± 0,3 - 2,3 ± 0,1 3,4 ± 0,3 ↑ 

IL6 2,9 ± 0,8 4,5 ± 0,8 ↑ 7,5 ± 1,4 16,7 ± 4,4 ↑ 

IL32 1,6 ± 0,2 1,4 ± 0,1 - 1,9 ± 0,1 1,7 ± 0,2 - 

CXCL8 1,7 ± 0,1 1,5 ± 0,1 - 2,8 ± 0,1 6,6 ± 0,3 ↑ 

EGF 1,6 ± 0,1 1,1 ± 0,1 - 0,9 ± 0 0,6 ± 0 - 

CXCR1 2,4 ± 0,3 2,4 ±0,4 ↑ 7,4 ± 1,7 11,4 ± 1,6 ↑ 

CXCR2 2,8 ± 0,3 2,5 ± 0,2 ↑ 4,6 ± 1,4 1,6 ± 0 ↑0,03 

EGFR 0,8 ± 0 0,9 ± 0 - 2 ± 0 1,2 ± 0 ↑0,03 

H
C

T
1

1
6

/O
X

A
 

IL1A 3,3 ± 0,2 4,8 ± 0,2 ↑ 0,9 ± 0,1 1,7 ± 0 - 

IL6 1,3 ± 0 2 ± 0,2 ↑0,3 0,7 ± 0,2 1,1 ± 0,3 - 

IL32 1 ± 0,1 1,4 ±0,2 - 0,8 ± 0,1 1,1 ± 0,1 - 

CXCL8 5,5 ± 0,3 9,1 ± 0,3 ↑ 1,1 ± 0 1,8 ± 0 - 

EGF 1,8 ± 0,3 2,3 ± 0,4 ↑0,3 0,9 ± 0,1 0,6 ± 0 - 

CXCR1 10,9 ± 0,8 18,9 ± 0,5 ↑ 2,2 ± 0,4 3,7 ± 0,3 ↑ 

CXCR2 1,4 ± 0,1 2,4 ± 0,2 ↑0,3 0,5 ± 0,1 0,3 ± 0 ↓ 

EGFR 0,8 ± 0,2 0,7 ± 0,2 - 1 ± 0,2 0,8 ± 0,1 - 

Pateikta techninių pakartojimų vidurkis ± SD; n = 3. ↑ – transkripto kiekis padidėjo; ↓ – 

sumažėjo; - – nepasikeitė, lyginant su vaistais neveiktomis ląstelėmis. 
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4 priedas. Serpinų raiška HCT116 ir SW620 ląstelėse ir jų sublinijose. 

4 pr. 1 lentelė. Serpinų transkriptų raiškos pokyčiai 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 - 1,2 ± 0 0,9 ± 0,2 - 

SB2 9,9 ± 0,9 11,9 ± 1,8 ↑ 9,6 ± 3 9,3 ± 1,8 ↑ 

SE1 9,5 ± 0,1 11,8 ± 0,5 ↑ 7,8 ± 0,8 7,8 ± 0,1 ↑ 

SE2 1,9 ± 0,2 2,2 ± 0 ↑0,3 1,4 ± 0,1 0,9 ± 0 - 

HCT116/FU 0,1 0,3 Pokytis 0,03 0,06 Pokytis 

SB1 1,2 ± 0,3 1,4 ± 0,2 - 1,2 ± 0 1,1 ± 0,2 - 

SB2 2,7 ± 0,8 3,7 ± 1,2 ↑ 6,1 ± 1,2 5,9 ± 1,5 ↑ 

SE1 3 ± 1,1 3,2 ± 1 ↑ 5,5 ± 0,6 8,3 ± 2,6 ↑ 

SE2 1 ± 0,1 1,1 ± 0,2 - 1,1 ± 0,1 0,7 ± 0 - 

HCT116/OXA 0,1 0,3 Pokytis 0,03 0,06 Pokytis 

SB1 1,7 ± 0 2 ± 0,4 ↑0,3 1 ± 0,1 1,2 ± 0,2 - 

SB2 2,4 ± 0,2 3,2 ± 0,4 ↑ 1,4 ± 0,4 1,7 ± 0,4 - 

SE1 3 ± 0,6 4 ± 0,3 ↑ 1,2 ± 0 1,9 ± 0,3 - 

SE2 1,1 ± 0,2 1,4 ± 0,2 - 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 ± 0,2 2,3 ± 0,2 ↑ 2 ± 0,1 5,2 ± 0,3 ↑ 

SE1 2,3 ± 0,2 2 ± 0,2 ↑ 2,2 ± 0,2 3,1 ± 0,3 ↑ 

SE2 2,4 ± 0 2,1 ± 0 ↑ 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 0,4 ± 0 ↓0,06 

SB2 4,3 ± 0,5 3,1 ± 0,4 ↑ 3,5 ± 0,5 7,2 ± 1,1 ↑ 

SE1 2,2 ± 0,3 2,2 ± 0,3 ↑ 1,6 ± 0,2 1,8 ± 0,3 - 

SE2 1,9 ± 0,2 0,7 ± 0,1 - 0,9 ± 0,1 0,4 ± 0,1 ↓0,06 

SW620/OXA 0,3 1 Pokytis 0,03 0,06 Pokytis 

SB1 1,7 ± 0,9 2 ± 0,9 ↑1 1 ± 0,8 1,2 ± 0,6 - 

SB2 3,1 ± 0,6 2,4 ± 0,5 ↑ 4,1 ± 0,8 4,2 ± 0,9 ↑ 

SE1 1,8 ± 0,1 1,6 ± 0,1 - 1,7 ± 0 1,7 ± 0,1 - 

SE2 2,4 ± 0,1 2,2 ± 0,2 ↑ 0,8 ± 0 0,4 ± 0 ↓0,06 

Pateikta: vidurkis ± SD; n = 3. ↑ – transkripto kiekis padidėjo; ↓ – sumažėjo; - – nepasikeitė, 

lyginant su vaistais neveiktomis ląstelėmis. 

 

A B 

  

4 pr. 1 pav. SB5 pasiskirstymas HCT116 (A) ir SW620 (B) ląstelių ir jų sublinijų 

citoplazmoje ir branduoliuose. Ląstelių frakcijų atskyrimas REAP metodu atliktas praėjus 

96 val. po ląstelių užsėjimo. VL – visas lizatas, C – citoplazmos ir B – branduolio frakcijos. 
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5 priedas. Autofagijos reikšmė CRC ląstelių atsparumui. 
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5 pr. 1 pav. ATG3 (3), ATG5 (5), ATG7 (7), ATG12 (12) transkriptų kiekis HCT116 (A-

B) ir SW620 (C-D) ląstelėse bei jų sublinijose po 5-FU ar OxaPt poveikio. kPGR atlikta 

24 val. po poveikio. Kiekis normalizuotas pagal TBP atskaitos geną. Pokyčiai skaičiuoti nuo 

kontrolinių ląstelių (ištisinė linija). Punktyrinės linijos žymi biologiškai reikšmingą kiekio 

pokytį. Pateikta vidurkis + SD, n ≥ 3. 
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5 pr. 2 pav. Autofagijos reikšmė OxaPt atsparumui HCT116 (A), HCT116/FU (B) ir 

HCT116/OXA (C) ląstelėse. MTT matuotas 72 val. po transfekcijos (48 val. po OxaPt 

poveikio). NK – žmogaus transkriptams nespecifinių siRNR mišinys, 5 – ATG5, 7 – ATG7, 

12 – ATG12 transkriptams specifinės siRNR. Pateikta: viršutinė ir apatinė paklaidų riba, 

atitinkamai, 90-tas ir 10-tas procentilis, dėžutė – IQR, linija – mediana; n ≥ 3. ° nurodo 

statistiškai reikšmingą skirtumą tarp NK ir specifinėmis siRNR veiktų ląstelių. °/°°, kai 

p ≤ 0,05/0,01. 
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6 priedas. p62 raiška ir funkcijos HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose. 
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6 pr. 1 pav. SQSTM1 transkripto kiekis HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose (A) bei po 5-

FU (B) ir OxaPt (C) poveikio. kPGR atlikta praėjus 24 val. po vaistų poveikio. Kiekis 

normalizuotas pagal TBP atskaitos geną. Pokyčiai skaičiuoti nuo vaistais neveiktų ląstelių 

(ištisinė linija). Punktyrinė linija žymi biologiškai reikšmingą kiekio pokytį Pateikta 

vidurkis + SD, n ≥ 3. 

 

 H
CT116

HCT116/FU 

HCT116/O
XA  

L
ą

st
e

li
ų

 k
ie

ki
s,

 %

20

40

60

80

100

120 NK
p62

°° °°° °°°

 

 

6 pr. 2 pav. p62 reikšmė 5-FU ir OxaPt atsparumui HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose. 

Ląstelės skaičiuotos hemacitometru praėjus 72 val. po transfekcijos. NK – žmogaus 

transkriptams nespecifinių siRNR mišinys; p62 – SQSTM1 transkriptui specifinė siRNR. 

Pateikta vidurkiai + SD, n ≥ 3. ° nurodo statistiškai reikšmingą skirtumą tarp NK ir p62 

siRNR veiktų ląstelių. °°/°°°, kai p ≤ 0,01/0,001. 
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6 pr. 3 pav. p62 ir žūties baltymų tarpusavio sąveikų tinklas (PPI). Pagrindiniais 

mazgais parinkti p62 (SQSTM1) ir baltymai, dalyvaujantys apoptozėje bei nekroptozėje. Jų 

dydžiai yra tiesiogiai proporcingi sąveikų skaičiui. Linijų spalvos atitinka pagrindinių mazgų 

spalvas ir nurodo jų sąveikas su kitais baltymais. Juodos linijos nurodo tiesiogines sąveikas 

tarp pagrindinių mazgų. 
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6 pr. 4 pav. Autofagijos srautas po p62 raiškos tildymo HCT116/FU ląstelėse. Baltymų 

kiekis vertintas praėjus 72 val. po transfekcijos (48 val. po 0,1 mM 5-FU ar 0,06 mM OxaPt 

poveikio). Autofagijos srautui nustatyti ląstelės prieš surinkimą inkubuotos 4 val. su 

30 µM CQ. NK – žmogaus transkriptams nespecifinių siRNR mišinys; p62 – SQSTM1 

transkriptui specifinė siRNR. Pateikta vidurkis + SD, n = 3. °, nurodo statistiškai reikšmingą 

skirtumą tarp mėginių, inkubuotų su (+) ir be (-) CQ. °°, kai p ≤ 0,01. 
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6 pr. 5 pav. p62 raiškos tildymo įtaka apoptozei HCT116 ląstelėse ir jų sublinijose. 

Apoptozinių ląstelių frakcijos nustatytos ląsteles dažant propidžio jodidu (PI) ir aneksinu V 

(A) bei BAX ir BCL2 baltymų kiekis nustatyti praėjus 72 val. po transfekcijos (48 val. po 

0,1 mM 5-FU ar 0,06 mM OxaPt poveikio). NK – žmogaus transkriptams nespecifinių 

siRNR mišinys; p62 – SQSTM1 transkriptui specifinė siRNR. Pateikta vidurkis + SD, n = 3. 
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biologijos magistro studijų studentams, 2021-iki dabar. 

3. Vadovavimas molekulinės biologijos bakalauro studijų studenčių 

Justės Navickaitės (2021), Bernadetos Aleksandravičiūtės (2022) ir Guodos 

Vaitiekaitės (2024) baigiamiesiems darbams. 

DALYVAVIMAS MOKSLINIUOSE PROJEKTUOSE 

1. EMBL-PI asocijuotas projektas „Delivery of RNPs and off-targets“, 

Vilniaus universitetas, Gyvybės mokslų centras, EMBL partnerystės 

institutas, 2022-2023. 

2. „Application of an integrated approach for the investigation of genetic 

causes of rare inherited disorders“. Lietuvos mokslo taryba, S-MIP-21-15. 

Vilniaus universitetas, Medicinos fakultetas, Žmogaus ir medicininės 

genetikos katedra, 2021-2023. 

3. „CRISPR-Cas13 technologijos taikymas tiriant atsparumą 

chemoterapiniams vaistams“. Vilniaus universiteto mokslo skatinimo fondas, 

MSF-JM-2/2021. Vilniaus universitetas, Gyvybės mokslų centras, Biomokslų 

institutas, 2021-2022. 

4. „Self-assembling Phage Proteins for Targeted Nanomedicine“. 

Lietuvos mokslo taryba, S-SEN 20-4. Vilniaus universitetas, Gyvybės mokslų 

centras, Biochemijos institutas, 2020-2021. 

5. „A systems biology approach to analyze the functional interaction of 

protein coding RNAs and non-coding RNAs“. German Federal Ministry of 

Education and Research (BMBF). BioQuant, Heidelbergo universitetas, 

Heidelbergas, Vokietija 
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CURRICULUM VITAE 

Vardas pavardė Vilmantė Žitkutė 

Adresas  Gyvybės mokslų centras, Saulėtekio al. 7, 10257, 

Vilnius, Lietuva 

El. pašto adresas vilmante.zitkute@gf.vu.lt 

IŠSILAVINIMAS 

2017-2021 Doktorantūros studijos, gamtos mokslai, biochemija, 

Vilniaus universitetas, Gyvybės mokslų centras, Biomokslų 

institutas. 

2015-2017 Magistro studijos, molekulinė biologija, Vilniaus 

universitetas, Gyvybės mokslų centras, Biomokslų institutas. 

2011-2015 Bakalauro studijos, molekulinė biologija, Vilniaus 

universitetas, Gamtos mokslų fakultetas, Biochemijos ir 

molekulinės biologijos katedra. 

DARBINĖ VEIKLA 

2021-dabar Jaunesnioji asistentė/lektorė, Vilniaus universitetas, 

Gyvybės mokslų centras, Biomokslų institutas. 

2021-2023 Jaunesnioji mokslo darbuotoja, Vilniaus universitetas, 

Gyvybės mokslų centras, Biomokslų institutas. 

2022-2023 Jaunesnioji mokslo darbuotoja (tyrėja), Vilniaus 

universitetas, Gyvybės mokslų centras, EMBL partnerystės 

institutas. 

2021-2023 Jaunesnioji mokslo darbuotoja, Vilniaus universitetas, 

Medicinos fakultetas, Žmogaus ir medicininės genetikos 

katedra. 

2020-2021 Specialistė, Vilniaus universitetas, Gyvybės mokslų centras, 

Biochemijos institutas. 

2017-2018 Vizituojanti tyrėja, Heidelbergo universitetas, BioQuant, 

Heidelbergas, Vokietija. 

2014-2016 Specialistė, Vilniaus universitetas, Gamtos mokslų 

fakultetas, Biochemijos ir molekulinės biologijos katedra. 



169 

PADĖKA 

Yra tiek daug žmonių, kuriems norėčiau padėkoti už pagalbą, patarimus, 

palaikymą, išklausimą ar tiesiog buvimą šalia, kai to reikėjo, bet čia paminėsiu 

labiausiai prisidėjusius prie šio darbo atsiradimo. 

Pirmiausia norėčiau padėkoti prof. dr. Vidai Kirvelienei už įdomias 

paskaitas, kurios ir paskatino pradėti mokslinę kelionę po ląstelės pasaulį, bei 

už suteiktą galimybę prisijungti prie Ląstelės biochemijos grupės. Be galo esu 

dėkinga darbo vadovei doc. dr. Aušrai Sasnauskienei, su kuria kartu tiriame 

ląstelės pasaulį jau dvylika metų. Ačiū už pagalbą ruošiant disertaciją, 

mokymą, kantrybę, palaikymą, supratingumą ir šiltus pokalbius. Kiekvienam 

doktorantui norėčiau palinkėti turėti tokią vadovę kaip Aušra!  

Taip pat norėčiau padėkoti prof. dr. Vytautei Starkuvienei-Erfle už suteiktą 

galimybę tobulėti, pagalbą ir šiltą priėmimą stažuotės metu. Also, I would like 

to thank to my colleagues from BioQuant Juergen Beneke, dr. Ruben 

Bulkescher and Nina Beil for help and enjoyable time. 

Ačiū BTI Imunologijos ir ląstelės biologijos skyriaus kolegoms už leidimą 

naudotis spektrofotometru ir jaukią kaimynišką nuotaiką darbe. Ačiū 

kolegoms iš BChI Bandomųjų gyvūnų laboratorijos už BCL2 antikūną ir už 

šiltą bendravimą. 

Nuoširdus ačiū už patarimus, pagalbą ir palaikymą doc. dr. Violetai 

Jonušienei ir dr. Neringai Daugelavičienei. Kolegėms Gundai Petraitytei, 

Vidai Piskarskienei ir Ramutei Pagalytei dėkoju už išklausymą ir palaikymą. 

Esu dėkinga draugams dr. Eglei Kukcinavičiūtei ir Andriui Jasinevičiui už 

pagalbą darbuose ir išklausymą. Ačiū mano studentėms Justei Navickaitei, 

Bernadetai Aleksandravičiūtei ir Guodai Vaitiekaitei. Jūsų rankos nemažai 

prisidėjo prie šios disertacijos. 

Norėčiau padėkoti draugams, be kurių man būtų buvę sunku įveikti šį 

„Everestą“. First, thank you dr. Manuela Nickl and dr. Julia Fakhiri for all 

pleasant memories. Without you staying in Heidelberg would not be so joyful. 

Už didžiulį palaikymą net būnant toli ačiū dr. Gintvilei Valinčiūtei, dr. Elenai 

Purlytei ir dr. Kotrynai Simutis. Už motyvacinius pokalbius ir pagalbą 

redaguojant disertacijos tekstą ačiū Algirdui Mikšiui ir dr. Renatui 

Krasauskui. Už lietuvių kalbos žinias ir patarimus ačiū Birutei Grašytei-Black. 

Labai džiaugiuosi, kad šiame kelyje turėjau draugę, su kuria galėjome 

kartu koja kojon judėti link finišo tiesiosios. Ačiū dr. Gretai Leonavičienei, 

kad šią kelionę įveikėme kartu. 

Be galo esu dėkinga draugei Vitalijai Paukštei už palaikymą, išklausymą, 

motyvacijos kėlimą, buvimą šalia liūdniausiais ir linksmiausiais šios 

„kelionės“ momentais. 
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Nuoširdus ačiū tėvams už suteiktą galimybę mokytis, o ypač mamai 

Virginijai už palaikymą ir išklausymą. Broliams Zigmantui ir Eimantui 

norėčiau padėkoti už įkvėpimą mokytis gamtos mokslų ir pagalbą judant 

mokslo keliu. Sesei dr. Linai ačiū už palaikymą, išklausymą ir už tai, kad 

skatino pabaigti. Taip pat dėkoju brolių ir sesės šeimoms už palaikymą ir už 

neleidimą pamiršti, jog reikia atrasti laiko ir mažiausiems mūsų šeimos 

nariams, kurie man buvo lyg mažos saulytės tarp niūrių darbo debesų. 

Norėčiau padėkoti ir vyro tėvams bei brolio šeimai, kurie taip pat mane 

palaikė šiame kelyje. 

Labiausiai norėčiau padėkoti mano didžiausiam gyvenimo ramsčiui ir 

palaikytojui – vyrui Kristupui. Ačiū, kad kentei, palaikei, išklausei, visada 

buvai šalia ir skatinai judėti tik į priekį! Be tavęs šis laikotarpis būtų buvęs 

neapsakomai sunkesnis. Taip pat ačiū demotyvatoriui šuniui Appui, kuris 

blaškė ir tuo pačiu džiugino mane bei vertė atsitraukti nuo ekrano. 

Ir pabaigai. Kai kurie draugai sakė, kad aš esu įkvėpimas jiems, bet iš tikro, 

jie buvo įkvėpimas man, nes skatino judėti tik į priekį ir jų nenuvilti. Ačiū! 
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