
 

 

VILNIAUS UNIVERSITETAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eglė 

KUKCINAVIČIŪTĖ 
 

Chemoterapiniams vaistams atsparių 

kolorektalinio vėžio ląstelių HCT116 

atsako į citotoksinį poveikį molekuliniai 

aspektai 
 

 

 

 

 

 

DAKTARO DISERTACIJA 

 

Gamtos mokslai,  

biochemija N 004 

 

VILNIUS 2019 



Disertacija rengta 2014 – 2018 metais Vilniaus universiteto Gyvybės mokslų 

centro Biomokslų institute.  

Mokslinius tyrimus rėmė Lietuvos mokslo taryba (SEN-17/2015). 

 

 

Moksliniai vadovai: 

prof. dr. Vida Kirvelienė (Vilniaus universitetas, gamtos mokslai, 

biochemija – N 004). Nuo 2014-10-01 iki 2015-09-14. 

doc. dr. Aušra Sasnauskienė (Vilniaus universitetas, gamtos mokslai, 

biochemija – N 004). Nuo 2015-09-15 iki 2018-09-30. 

 



 TURINYS 

SANTRUMPOS ............................................................................................. 5 

ĮVADAS ......................................................................................................... 6 

MOKSLINIS NAUJUMAS ........................................................................... 8 

GINAMIEJI TEIGINIAI .............................................................................. 10 

1. LITERATŪROS APŽVALGA .......................................................... 11 

1.1 Kolorektalinis vėžys ........................................................................... 11 

1.2 Chemoterapinių vaistų ir fotodinaminio poveikio mechanizmai ....... 13 

1.3 Wnt ir Notch signaliniai keliai ........................................................... 18 

1.4 Autofagija........................................................................................... 33 

2. MEDŽIAGOS IR METODAI ............................................................ 41 

2.1 Gaminamų buferių sudėtis ................................................................. 41 

2.2 Ląstelių linijos .................................................................................... 41 

2.3 Citotoksiniai preparatai ir slopikliai ................................................... 42 

2.4 Ląstelių inkubacija su 5-FU arba OxaPt ............................................ 42 

2.5 Ląstelių inkubacija su mTHPC .......................................................... 44 

2.6 Ląstelių transfekcija siRNR ............................................................... 44 

2.7 Ląstelių gyvybingumo testai .............................................................. 46 

2.8 Ląstelių viduje susikaupusio mTHPC matavimas .............................. 47 

2.9 Genų raiškos palyginimas pagal transkriptų kiekį ............................. 48 

2.10 Western blot analizė ........................................................................... 49 

2.11 LC3B baltymo pasiskirtstymo ląstelėse vaizdinimas ......................... 51 

2.12 Statistinė analizė ................................................................................ 52 

3. REZULTATAI ................................................................................... 53 

3.1 Ląstelių atsparumas chemoterapiniams vaistams arba fotodinaminiui 

poveikiui ....................................................................................................... 53 

3.2 Autofagija........................................................................................... 57 

3.3 Wnt/β-katenino signalinio kelio aktyvumas ....................................... 64 

3.4 Notch1 signalinio kelio aktyvumas .................................................... 68 

3.5 Transkripcijos represorius HES1 ....................................................... 71 

4. DISKUSIJA ....................................................................................... 75 

IŠVADOS ..................................................................................................... 85 



4 

 

 

LITERATŪROS SĄRAŠAS ........................................................................ 86 

PRIEDAI .................................................................................................... 108 

PUBLIKACIJŲ SĄRAŠAS ....................................................................... 110 

PRISTATYMAI KONFERENCIJOSE ...................................................... 110 

PADĖKA .................................................................................................... 111 

CURRICULUM VITAE ............................................................................ 112 

UŽRAŠAMS .............................................................................................. 113 

  



5 

 

 

SANTRUMPOS 

2D modelis – ląstelės kultivuojamos monosluoksniu 

3D modelis – iš ląstelių suformuojami sferoidai 

5-FU – 5-fluoruracilas 

CMS – sutartinis molekulinis subtipas (angl. consensus molecular subtype) 

CQ – chlorokvino difosfatas 

CTB – ląstelių gyvybingumo nustatymo metodas naudojant CellTiter-Blue® 

reagentą 

CTNNB1 – β-kateniną koduojantis genas 

CTT – citotoksiškumas 

FDP – fotodinaminis poveikis 

IC50 – vaisto dozė, kuri nužudo 50% ląstelių arba 50% sumažina santykinį 

sferoido tūrį 

JSA – jaučio serumo albuminas 

K – kontrolinės t.y. vaistu neveiktos ląstelės 

KV – ląstelių gyvybingumo nustatymo metodas naudojant dažą kristalinį 

violetinį 

LC3B-I – citoplazminė LC3B baltymo forma 

LC3B-II – prie autofagosomų membranos prijungta LC3B baltymo forma 

MAP1LC3B – LC3B baltymą koduojantis genas 

mTHPC – 5,10,15,20-tetrakis-(mezo-hidroksifenil)-chlorinas 

MTT – ląstelių gyvybingumo nustatymo metodas naudojant MTT reagentą 

NDS – natrio dodecilsulfatas 

NICD1 – viduląstelinis Notch1 receptoriaus domenas 

NVS – negimusio veršelio serumas 

OxaPt – oksaliplatina 

RO – γ-sekretazės slopiklis RO4929097 

XAV – tankirazių slopiklis XAV939 
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ĮVADAS 

Kolorektalinis vėžys užima trečią vietą pasaulyje tarp dažniausiai 

diagnozuojamų vėžinių susirgimų (Ferlay et al., 2015). Po operacijos III 

stadijos ir didelės rizikos II stadijos vėžio atvejais bei pacientams, kuriems 

pirminės diagnozės metu nustatomos metastazės, dažnai skiriama 

chemoterapija derinant 5-fluoruracilą (5-FU) su kalcio folinatu ir 

oksaliplatina (OxaPt) (Cuyle ir Prenen, 2017). Visgi, nepaisant pažangos šio 

vėžio diagnostikoje bei gydyme, beveik pusė pacientų neišgyvena (Ferlay et 

al., 2015). Viena iš galimų to priežasčių – įgimtas arba gydymo metu įgytas 

vėžio ląstelių atsparumas chemoterapiniams vaistams (Dallas et al., 2009; 

Punt ir Tol, 2009).  

Fotodinaminis poveikis (FDP) remiasi vėžinėse ląstelėse sukaupto 

fotosensibilizatoriaus aktyvacija regimąja šviesa, dėl kurios susidaręs 
1
O2 

oksiduoja ląstelės biomolekules ir tokiu būdu sukelia ląstelių žūtį. Nustatyta, 

kad FDP gali būti veiksmingas prieš chemoterapiniams vaistams atsparias 

ląsteles (Goler-Baron ir Assaraf, 2012; Kulbacka et al., 2010; Celli et al., 

2011; Yu ir Yu, 2014). Be to, kai kuriais atvejais FDP derinys su 

chemoterapiniu vaistu veikia adityviai net ir prieš tas ląsteles, kurios 

paprastai yra atsparios šiam chemoterapiniam vaistui (Spring et al., 2015). 

Atsparumas chemoterapiniams vaistams gali būti susijęs su pakitusia 

įvairių ląstelės procesų aktyvacija. Šiuo metu žinoma, kad su atsparumu 

galėtų būti susijęs apoptozės arba kitų ląstelės žūties kelių slopinimas, 

išgyvenimą skatinančių kelių aktyvacija, vaisto išmetimas iš ląstelės arba 

detoksikacija, intensyvesnis pažaidų taisymas ir kiti (Fodale et al., 2011; 

Holohan et al., 2013). Daugėja duomenų, kad į kai kurių chemoterapinių 

vaistų sukeliamą stresą reaguodamos ląstelės gali suintensyvinti autofagiją ir 

tokiu būdu pašalinti pažeistus ląstelės komponentus. Visgi, neaišku ar 

autofagija svarbi kolorektalinės karcinomos ląstelių atsparumui  

5-FU arba OxaPt. 

Žarnyno kamieninių ląstelių dalijimąsi ir diferenciaciją valdo daug 

signalinių kelių, tarp kurių yra ir Wnt bei Notch signaliniai keliai (van der 

Flier ir Clevers, 2009). Dėl sutrikusios reguliacijos šie signaliniai keliai gali 

tampti nuolat aktyviais bei skatinti kolorektalinių navikų atsiradimą ir 

progresavimą (Roy ir Majumdar, 2012; Wu et al., 2013; Pandurangan et al., 

2018). Taip pat manoma, kad Wnt bei Notch signaliniai keliai galėtų 

prisidėti ir prie vėžio ląstelių atsparumo chemoterapiniams vaistams (Saif ir 

Chu, 2010). Kadangi šie signaliniai keliai svarbūs ląstelių tarpusavio 

bendravimui, būtų prasminga jų aktyvumo tyrimus atlikti ne tik ląsteles 
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kultivuojant monosluoksniu, bet ir iš jų formuojant sferoidus. Palyginus su 

monosluoksnio modeliu, sferoiduose stebima daugiau ląstelė-ląstelė sąveikų, 

susidaro deguonies bei maisto medžiagų gradientai bei skirtingos ląstelių 

proliferacinės zonos (Nath ir Devi, 2016). 

Šio darbo tikslas – įvertinti Wnt ir Notch signalinių kelių bei autofagijos 

reikšmę žmogaus kolorektalinės karcinomos ląstelių HCT116 bei 

chemoterapiniams vaistams atsparių sublinijų atsakui į 5-fluoruracilo ir 

oksaliplatinos citotoksinį poveikį. 

Tikslui pasiekti buvo iškelti tokie uždaviniai: 

 Įvertinti HCT116 ir HCT116/FU ląstelių išgyvenimą ir autofagijos 

intensyvumą po mTHPC-FDP bei jo derinio su 5-FU; 

 Palyginti autofagijos intensyvumą, Wnt/β-katenino ir Notch1 signalinių 

kelių aktyvaciją HCT116 ląstelėse ir chemoterapiniams vaistams atspariose 

sublinijose HCT116/FU ir HCT116/OXA po poveikio 5-FU arba OxaPt; 

 Nustatyti Wnt/β-katenino ir Notch signalinių kelių bei autofagijos 

reikšmę HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelių atsparumui 5-FU arba OxaPt. 
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MOKSLINIS NAUJUMAS 

Šiame darbe pirmą kartą parodėme, kad 5-FU atspariose HCT116/FU 

ląstelėse yra didesnis Wnt/β-katenino (2D kultūroje), Notch1 (2D ir 3D 

kultūrose) signalinių kelių aktyvumas bei didesni HES1 baltymo kiekiai (2D 

ir 3D kultūrose), o 2D ląstelių kultūroje šios ląstelės pasižymi didesniu 

autofagosomų kiekiu nei HCT116 ląstelės. Tuo tarpu 5-FU ir OxaPt 

atspariose HCT116/OXA ląstelėse stebimas didesnis Wnt/β-katenino ir 

Notch1 signalinių kelių aktyvumas (tik 2D kultūroje) ir didesni HES1 

baltymo kiekiai (2D ir 3D kultūrose), o 2D ląstelių kultūroje šios ląstelės 

pasižymi mažesniu autofagosomų kiekiu nei HCT116 ląstelės.  

Wnt/β-katenino signalinio kelio aktyvumas anksčiau buvo tirtas tik 5-FU 

atspariose kolorektalinės karcinomos ląstelėse (Ayadi et al., 2015). Be to, 

kitų autorių tyrimuose buvo vertintas tik NOTCH1 baltymo kiekis 5-FU arba 

OxaPt atspariose kolorektalinės karcinomos ląstelėse (Dinicola et al., 2016; 

Liu et al., 2016; Huang et al., 2015), bet nebuvo vertinta šio receptoriaus 

aktyvacija.  

Pirmieji įvertinome mTHPC-FDP veiksmingumą ir jo derinimo 5-FU 

galimybes chemoterapiniams vaistams atspariose ir jautriose žmogaus 

kolorektalinės karcinomos ląstelėse. Nustatėme, kad mTHPC-FDP yra 

veiksmingas prieš chemoterapiniams vaistams atsparias kolorektalinės 

karcinomos ląsteles, tačiau nekeičia ląstelių įgyto atsparumo 5-FU poveikiui. 

Įvertinę autofagijos vyksmą kolorektalinės karcinomos ląstelėse parodėme, 

kad pavienis mTHPC-FDP slopina autofagijos srautą. Derindami  

mTHPC-FDP su 5-FU pastebėjome, kad autofagosomų kiekis priklauso nuo 

FDP komponentės, o 5-FU pridėjimas skirtingai veikia autofagijos srautą 

chemoterapiniams vaistams jautriose bei atspariose ląstelėse. 

Taip pat parodėme, kad 5-FU poveikis sumažina HES1 baltymo kiekį, 

Wnt/β-katenino ir Notch1 signalinių kelių aktyvaciją visose tirtose ląstelėse. 

Nustatėme, kad kaip ir HCT116 ląstelėse (Liu et al., 2016), 

chemoterapiniams vaistams atspariose ląstelėse 5-FU mažina autofagijos 

srautą. Mūsų duomenys rodo, kad Wnt/β-katenino signalinio kelio 

slopinimas XAV (2D ir 3D kultūroje) ir Notch signalinio kelio slopinimas 

RO (tik 3D kultūroje) padidina 5-FU citotoksiškumą chemoterapiniams 

vaistams atsparioms HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelėms. Tuo tarpu 

HES1 baltymo kiekio sumažinimas didina visų tirtų ląstelių atsparumą 5-FU, 

o ATG7 baltymo kiekio sumažinimas siRNR neturi įtakos 5-FU 

citotoksiškumui.  
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Parodėme, kad OxaPt poveikis sumažina Wnt/β-katenino ir Notch1 

signalinių kelių aktyvaciją tik OxaPt poveikiui jautriose HCT116 ir 

HCT116/FU ląstelėse. Be to, šis poveikis didina autofagijos srautą visose 

tirtose ląstelėse. Nustatėme, kad Wnt/β-katenino signalinio kelio slopinimas 

XAV sumažina OxaPt citotoksiškumą HCT116, HCT116/FU, 

HCT116/OXA ląstelėms, kultivuojamoms 2D kultūrose. Tuo tarpu 3D 

ląstelių kultūrose XAV skirtingai veikia OxaPt citotoksiškumą: HCT116/FU 

ląstelėse – sumažina, HCT116/OXA – padidina, o HCT116 ląstelėse – neturi 

įtakos. Notch signalinio kelio slopinimas RO, HES1 bei ATG7 baltymų 

kiekių sumažinimas siRNR didina visų tirtų ląstelių linijų atsparumą OxaPt.  
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GINAMIEJI TEIGINIAI 

 mTHPC-FDP yra veiksmingas prieš HCT116/FU ląsteles, bet nekeičia 

ląstelių įgyto atsparumo 5-FU poveikiui. 

 Chemoterapiniams vaistams atspariose kolorektalinės karcinomos 

ląstelėse HCT116/FU (atsparesnės 5-FU poveikiui) ir HCT116/OXA 

(atsparesnės 5-FU ir OxaPt poveikiams) yra padidėjusi Wnt/β-katenino ir 

Notch1 signalinių kelių aktyvacija.  

 Wnt/β-katenino ir Notch signaliniai keliai yra reikšmingi kolorektalinio 

vėžio ląstelių išgyvenimui arba žūčiai po 5-FU ir OxaPt poveikių, o 

autofagija – šių ląstelių žūčiai po OxaPt poveikio. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1 Kolorektalinis vėžys 

Kolorektalinis vėžys – storosios arba tiesiosios žarnos navikas, kuris yra 

vienas iš dažniausiai diagnozuojamų vėžinių susirgimų Lietuvoje (9% 

diagnozuotų vėžio atvejų ir 11% visų mirčių nuo vėžio) bei pasaulyje 

(atitinkamai – 9,7% ir 8,5%) (Lietuvos vėžio registras, 2012; Ferlay et al., 

2015). Pagrindinis kolorektalinio vėžio gydymo būdas – chirurginis naviko 

pašalinimas, kuris tinkamas lokalizuoto vėžio atveju (t.y. 70 – 80% visų 

pacientų). Visiems III stadijos ir didelės rizikos II stadijos vėžio atvejais po 

operacijos skiriama adjuvantų terapija siekiant sunaikinti mikrometastazes 

bei sumažinti ligos atsinaujinimo riziką. Šiuo atveju dažniausiai skiriama 

chemoterapija 5-fluoruracilu (5-FU) su kalcio folinatu (pagal Mayo arba De 

Gramont schemas), kapecitabinu arba šių vaistų deriniais su oksaliplatina 

(OxaPt) pagal FOLFOX4 (5-FU/kalcio folinatas/OxaPt) arba XELOX 

(kapecitabinas/OxaPt) schemas (Sveikatos apsaugos ministerija, 2014). 

Visgi, liga atsinaujinta net 40 – 50% adjuvantine terapija gydytų pacientų, 

dažniausiai išsivystant metastazėms. Likusiems 20 – 30% pacientų 

metastazės aptinkamos jau pirminės diagnozės metu. Tokiu atveju gydymo 

taktika priklauso nuo ligos išplitimo. Dažnai skiriama chemoterapija pagal 

FOLFOX4 arba FOLFOX6, XELOX, FOLFIRI (5-FU/kalcio folinatas/ 

irinotekanas), FOLFOXIRI (5-FU/kalcio folinatas/OxaPt/irinotekanas) 

schemas, kurios kai kuriais atvejais derinamos su takinių terapija (slopinami 

VEGF, VEGFR, TIE2, EGFR) (Sveikatos apsaugos ministerija, 2014; Cuyle 

ir Prenen, 2017).  

Kolorektalinio vėžio kancerogenezei būdingas genomo nestabilumas, 

kuris gali būti lemiamas chromosomų nestabilumo, mikrosatelitų 

nestabilumo bei genų promotorių CpG salų metilinimo (Cuyle ir Prenen, 

2017). Šis genomo nestabilumas lemia labai didelį naviką sudarančių ląstelių 

populiacijos heterogeniškumą. Dėl šios priežasties padidėja tikimybė, kad 

šioje ląstelių populiacijoje atsiras chemoterapiniams vaistams atsparių 

ląstelių, kurios gydymo metu išgyvens ir lems ligos atsinaujinimą.  

Pagal biožymenis išskiriami keturi kolorektalinio vėžio subtipai 

(1.1 lentelė) (Guinney et al., 2015). Tai naudojama prognozuojant 

kolorektalinio vėžio agresyvumą ir parenkant veiksmingiausią gydymo 

strategiją.  

Vėžinių ląstelių atsparumas chemoterapiniams vaistams – daugelio 

pokyčių ląstelėje pasekmė. 2011 metais Fodale et al. apžvelgė geriausiai 
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ištirtus būdus, kaip ląstelės gali įgyti atsparumą: sumažėjus vaistų patekimui 

į ląstelę, padidėjus vaistų išnešimui iš ląstelės, sumažėjus vaisto aktyvacijai, 

padidėjus vaisto inaktyvacijai, pakitus vaisto sąveikai su taikiniu, pakitus 

išgyvenimo, apoptozės slopinimo bei DNR pažaidų taisymo signaliniams 

keliams (Fodale et al., 2011). Atsparioms ląstelėms taip pat būdinga 

padidėjusi vaisto pernaša per vidines membranas (Larsen et al., 2000), 

ląstelės metabolizmo pokyčiai (Zhao et al., 2013), DNR sintezė esant 

neištaisytoms pažaidoms (Doles et al., 2010), autofagijos aktyvacija (Kibria 

et al., 2014) ir kt. 

1.1 lentelė. Kolorektalinio vėžio subtipai, pagal (Thanki et al., 2017) 

Tipas CMS1 CMS2 CMS3 CMS4 

Genomui 

būdingi 

požymiai  

Mikrosatelitų 

nestabilumas, 

didelis mutacijų, 

bet mažas 

kartotinių sekų 

kiekis, aukštas 

promotorių 

metilinimo 

laipsnis 

Chromosomų 

nestabilumas, 

mažas-vidutinis 

mutacijų ir mažas 

kartotinių sekų 

kiekis, žemas 

promotorių 

metilinimo 

laipsnis 

Chromosomų 

nestabilumas, 

vidutinis mutacijų 

ir mažas-vidutinis 

kartotinių sekų 

kiekis, vidutinis 

promotorių 

metilinimo 

laipsnis 

Chromosomų 

nestabilumas, 

mažas mutacijų, 

bet didelis 

kartotinių sekų 

kiekis, žemas 

promotorių 

metilinimo 

laipsnis 

Mutavę genai 

MSH6, RNF43, 

ATM, TGFBR2, 

BRAF, PTEN 

APC, KRAS, 

TP53, PIK3CA 

APC, KRAS, 

TP53, PIK3CA 

APC, KRAS, 

TP53, PIK3CA 

Molekuliniai 

požymiai 

Imuninės 

sistemos, 

JAK-STAT, 

kaspazių 

aktyvacija 

Wnt signalinio 

kelio, MYC, 

EGFR/SRC, 

VEGF/VEGFR, 

integrinų, 

TGFB, IGF ir 

IRS2 

aktyvacija; 

HNF4a, HER2 

ir ciklinų 

raiškos 

padidėjimas 

DNR klaidų 

taisymas, 

gliutaminolizė, 

lipidogenezė 

Mezenchiminėms 

ląstelėms 

būdingos savybės, 

komplemento 

aktyvacija, 

imunosupresija, 

angiogenezės 

skatinimas  

Prognozė 

Pirminė – gera, po 

ligos 

atsinaujinimo –

maži šansai 

išgyventi 

Pirminė – labai 

gera, po ligos 

atsinaujinimo – 

gera 

Jei yra KRAS 

mutacija, liga 

atsinaujina 

greičiau, maži 

šansai išgyventi 

Didelė ligos 

atsinaujinimo 

rizika, mažiausi 

šansai išgyventi 

Adjuvantinė 

terapija 

I – II stadijoje 

neskiriama; III 

stadija – jautru 

FOLFOX, atsparu 

5-FU 

III stadijoje – 

standartinė 

FOLFOX, 

taikinių terapija 

Atsparu FOLFOX 

ir anti-EGFR 

terapijai 
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1.2 Chemoterapinių vaistų ir fotodinaminio poveikio 

mechanizmai 

1.2.1 5-Fluoruracilo veikimo mechanizmas 

5-Fluoruracilas (5-FU) – uracilo analogas, kuriame vandenilio atomas 

prie penktojo anglies atomo yra pakeistas fluoro atomu. 5-FU į ląstelę 

patenka palengvintos pernašos būdu dalyvaujant SLC22A7 nešikliui 

(Kobayashi et al., 2005). Ląstelės viduje iš fiziologiniu požiūriu neaktyvaus 

5-FU yra sintetinami trys aktyvūs metabolitai FdUMP, FdUTP ir FUTP, 

kurie slopina dTMP sintezėje dalyvaujančią timidilato sintazę bei sukelia 

DNR ir RNR pažaidas (1.1 pav.) (Longley et al., 2003; Jensen et al., 2012). 

 
1.1 pav. 5-FU metabolizmas ir veikimo mechanizmas. Pagal (Longley et al., 2003; Wyatt ir 

Wilson, 2009; Esposito et al., 2014; Kobayashi et al., 2005; Kugimiya et al., 2015; Hagmann 

et al., 2009; Oguri et al., 2007; Yuan et al., 2009) 

CH2THF – 5,10-metilentetrahidrofoliatas; DHF – dihidrofoliatas. 

Aktyvus metabolitas FdUMP prisijungia prie timidilato sintazės 

nukleotidą prijungiančios srities, susidarant stabiliam trinariui kompleksui 

tarp timidilato sintazės, FdUMP ir metilo grupės donoro 5,10-

metilentetrahidrofoliato. Dėl šio komplekso susidarymo timidilato sintazė 
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nebegali katalizuoti dUMP virsmo į dTMP. Trūkstant dTMP, į DNR 

įterpiamas dUTP (Longley et al., 2003).  

Kitas 5-FU metabolitas FdUTP replikacijos metu įterpiamas į DNR 

priešais A ir G (Wyatt ir Wilson, 2009). 5-FU/A porose esantį 5-FU gali 

iškirpti uracilo DNR glikozilazė (UDG) (Pettersen et al., 2011). Visgi, esant 

dTTP trūkumui ląstelėse, UDG aktyvumas tik sustiprina 5-FU veikimą, nes 

pažaidos negali būti teisingai ištaisomos. Ląstelei vis bandant ištaisyti 

pažaidas kartojasi neteisingo įterpimo, iškirpimo ir taisymo ciklai, dėl kurių 

galiausiai atsiranda DNR grandinių trūkiai ir ląstelė žūsta (Longley et al., 

2003). Tuo tarpu 5-FU/G poras atpažįsta MutSα kompleksas. Po pažaidos 

atpažinimo šis kompleksas sąveikauja su MutLα kompleksu, kuris inicijuoja 

pažaidos taisymą arba aktyvuoja serino/treonino baltymų kinazes 

ATR/CHK1 tokiu būdu skatindamas apoptozę (Wyatt ir Wilson, 2009). 

Aktyvus metabolitas FUTP yra įterpiamas į RNR. Tai sutrikdo 

potranskirpcines rRNR, tRNR ir snRNR modifikacijas, slopina pre-iRNR 

splaisingą bei iRNR poliadenilinimą (Longley et al., 2003). Be to, RNR 

brendimo sutrikimai lemia ribosomų biogenezės stresą – į pre-rRNR įterptas 

5-FU sutrikdo vėlyvuosius pre-rRNR brendimo etapus ir lemia laisvo 

ribosominio baltymo RPL3 kiekio padidėjimą. Pastebėta, kad šis baltymas 

yra ypač svarbus HCT116
p53-/-

 ląstelių atsakui į 5-FU poveikį ir dalyvauja 

nuo p21 priklausomoje arba nepriklausomoje apoptozės indukcijoje 

(Esposito et al., 2014).  

5-FU poveikiui atspariose ląstelėse įvairiais būdais sumažinamas aktyvių 

5-FU metabolitų kiekis: 1) 5-FU išnešamas iš ląstelės dalyvaujant ABCB5 

(Kugimiya et al., 2015), ABCC3, ABCC4, ABCC5 (Hagmann et al., 2009), 

ABCC11 (Oguri et al., 2007) ir ABCG2 (Yuan et al., 2009) nešikliams; 

2) dihidropirimidino dehidrogenazė katalizuoja 5-FU virsmą neaktyviu 

metabolitu 5,6-dihidrofluoruracilu (Longley et al., 2003); 3) sumažėja 5-FU 

metabolinei aktyvacijai reikalingų fermentų raiška (Longley ir Johnston, 

2005). Be to, atspariose ląstelėse gali sumažėti timidilato sitazės slopinimo 

lemiamas 5-FU citotoksiškumas. Tai gali nutikti padidėjus timidilato 

sintazės raiškai ir įvykus mutacijoms, kurios lemia pakitusią timidilato 

sintazės sąveiką su 5-FU (Temraz et al., 2014) bei timidino kinazei 

katalizuojant T virsmą į dTMP (Grem ir Fischer, 1989). Atsparumas šiam 

vaistui taip pat siejamas su mažu apoptozę skatinančio baltymo BAX kiekiu 

bei padidėjusiais apoptozę slopinančių BCL2 ir BAD baltymų lygiais 

(Violette et al., 2002). 
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1.2.2 Oksaliplatinos veikimo mechanizmas 

Oksaliplatina (OxaPt) – platinos junginys, turintis du ligandus – oksalato 

bidentatą ir 1,2-diaminocikloheksaną (DACH). OxaPt į ląstelę patenka 

paprastosios difuzijos ir palengvintos pernašos būdu dalyvaujant SLC22A1 

(Ahlin et al., 2008), SLC22A2 (Burger et al., 2010), SLC22A3 (Yokoo et 

al., 2008), SLC31A1 (Howell et al., 2010) nešikliams. Ląstelės viduje 

oksalato bidentatas pakeičiamas Cl
-
 jonais susidarant PtCl2(DACH), kuris 

toliau virsta aktyviomis OxaPt formomis ([Pt(H2O)Cl(DACH)]
+
, 

[Pt(H2O)2(DACH)]
2+

 (1.2 pav.) (Panczyk, 2014). Šie akvakompleksai 

nebegali difunduoti iš ląstelių ir reaguoja su ląstelėse esančiais nukleofilais 

(Riddell, 2018).  

 
1.2 pav. OxaPt virsmai ląstelėje. Pagal (Panczyk, 2014; Bruno et al., 2017; Jensen et al., 

2012; Reardon et al., 1999; Ahlin et al., 2008; Burger et al., 2010; Yokoo et al., 2008; Howell 

et al., 2010; Alberto et al., 2011; To et al., 2016; Ceckova et al., 2008; Tadini-Buoninsegni et 

al., 2014) 

Branduolyje OxaPt akvakompleksai reaguoja su purinų septintuoju azoto 

atomu susidarant pirmajam kovalentiniui ryšiui tarp OxaPt ir DNR (Alberto 

et al., 2011). Toliau OxaPt atakuoja kitą erdviškai arti esantį nukleofilą 

susidarant antrajam OxaPt ryšiui su DNR arba DNR-OxaPt-baltymas 

sąryšoms (Jensen et al., 2012; Reardon et al., 1999). Nustatyta, kad OxaPt 

dažniausiai sudaro sąryšas tarp toje pačioje DNR grandinėje vienas šalia kito 
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esančių GG (60-65% iš visų OxaPt-DNR sąryšų) ir AG (25-30%). Tuo tarpu 

vidugrandininės DNR GNG (5-10%) ir tarp skirtingų DNR grandinių 

susidarančios GG (1-3%) sąryšos yra daug retesnės (Chaney et al., 2005). 

Ilgą laiką buvo manyta, kad būtent OxaPt-DNR sąryšų susidarymas 

atsakingas už OxaPt citotoksiškumą ląstelėms. Visgi, pastebėta, kad OxaPt 

sudaro daug mažiau sąryšų su DNR nei cisplatina (Raymond et al., 2002) ir 

yra veiksminga prieš cisplatinai atsparias ląsteles (Martelli et al., 2009). Dėl 

to pradėta ieškoti kitų mechanizmų, kurie paaiškintų OxaPt citotoksiškumą.  

2017 metais Bruno su kolegomis nustatė, kad OxaPt nužudo ląsteles 

sukeldama ribosomų biogenezės stresą, kuris greitai indukuoja nuo p53 

priklausomą ląstelės žūtį. Atsako į OxaPt metu anksti aktyvuojamas p21, tuo 

pačiu padidėja S18 pozicijoje fosforilinto p53 bei bendras p53 kiekis. 

Sumažėjus pre-rRNR, padaugėja laisvo ribosominio baltymo RPL11, kuris 

jungiasi su MDM2 ir neleidžia MDM2 jungtis prie p53. Be to, nutildžius 

RPL11 sumažėja OxaPt citotoksiškumas (Bruno et al., 2017). Su OxaPt, 

kaip ir 5-FU, sukeliamu ribosomų biogenezės stresu taip pat siejamas ir 

laisvo RPL3 kiekio padidėjimas (Esposito et al., 2014). Keliamos hipotezės, 

kad OxaPt gali sukelti ribosomų biogenezės stresą aktyviems jos 

akvakompleksams reaguojant su rRNR koduojančia DNR, pačia rRNR, 

iRNR koduojančia ribosominius baltymus arba su ribosominiais baltymais 

(Bruno et al., 2017).  

Ląstelės geba sumažinti viduląstelinę OxaPt koncentraciją keliais būdais: 

1) išnešdamos vaistą iš ląstelės dalyvaujant ABCC2 (To et al., 2016), 

ABCG2 (Ceckova et al., 2008), ATP7A ir ATP7B (Tadini-Buoninsegni et 

al., 2014) nešikliams; 2) vykstant OxaPt inaktyvacijai, kuri susijusi su 

aktyvių akvakompleksų konjugacija su L-glutationu (dalyvaujant glutationo 

S-transferazei), L-cisteinu arba L-metioninu ir susidariusių konjugatų 

pašalinimu iš ląstelės (Panczyk, 2014). Atsparumas OxaPt taip pat padidėja 

dėl padidėjusios ląstelių gebos toleruoti/ištaisyti OxaPt sukeliamas pažaidas. 

Su tuo siejama padidėję DNR pažaidų taisyme iškerpant nukleotidus 

dalyvaujančių ERCC1 ir XPF baltymų kiekiai, taisyme iškerpant pažeistas 

heterociklines bazes dalyvaujančios DNR polimerazės β kiekiai, pažaidos 

apėjimui svarbių DNR polimerazių η ir ζ bei deoksicitidilo transferazės 

REV1 kiekiai (Martinez-Balibrea et al., 2015). Taip pat pastebėta, kad 

atsparumas OxaPt gali būti siejamas su apoptozės slopinimu (padidėjus 

BAX, IAP4 bei sumažėjus BCL2 baltymų kiekiams), nekroptozės slopinimu 

(padidėjus CHIP ir cFLIPL baltymų kiekiams) bei autofagijos slopinimu 

arba aktyvacija (Martinez-Balibrea et al., 2015; Razaghi et al., 2018).  
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Be to, Wnt signalinio kelio neigiamo reguliatoriaus APC baltymo kiekio 

sumažėjimas siejamas su padidėjusiu atsparumu OxaPt (Bruno et al., 2017). 

1.2.3 mTHPC-FDP mechanizmas 

Fotodinaminio poveikio (FDP) metu šviesai jautriai medžiagai 

(fotosensibilizatoriui) sugėrus fotoną susidaro aktyvios deguonies formos, 

kurios sukelia biomolekulių pažaidas. FDP principu pagrįsta terapija 

naudojama gydant įvairius vėžinius susirgimus (Allison, 2014). I-III fazės 

klinikiniai tyrimai atliekami tiriant FDP veiksmingumą kolorektalinio vėžio 

gydymui (Kawczyk-Krupka et al., 2015). Tam naudojami porfirinai, 

chlorinai bei ftalocianinai (Kawczyk-Krupka et al., 2016).  

Antros kartos fotosensibilizatorius mTHPC – 5,10,15,20-tetrakis-(mezo-

hidroksifenil)-chlorinas – chlorino darinys, turintis keturias 

hidroksifenilgrupes (1.3 pav. A). Tai šviesai jautrus junginys (λmax=650 nm), 

naudojamas FDP (Senge ir Brandt, 2011). mTHPC sąveikauja su 

lipoproteinais, kurie endocitozės būdu patenka į ląstelės vidų (Senge ir 

Brandt, 2011). Priklausomai nuo ląstelių tipo ir inkubacijos su mTHPC 

sąlygų jis gali būti kaupiamas mitochondrijų (Chen et al., 2000), 

endoplazminio tinklo, Goldžio komplekso (Teiten et al., 2003; Marchal et 

al., 2007) arba lizosomų (Leung et al., 2002) mebranose. Nustatyta, kad 

ląstelėse mTHPC metabolizmas nevyksta (Senge ir Brandt, 2011). 

 
1.3 pav. mTHPC struktūra (A) ir energijos pernaša (B). Pagal (Senge ir Brandt, 2011) 

Tamsoje mTHPC yra mažai toksiškas ląstelei (Reidy et al., 2012). 

Sugėręs fotoną jis pereina į sužadintą vienlypę būseną. Iš jos vykstant 

tarpsisteminiui šuoliui pereina į ilgai gyvuojančią trilypę būseną. Trilypės 

būsenos mTHPC perneša energiją nesužadintos būsenos deguonies 

molekulei (Senge ir Brandt, 2011) (1.3 pav. B). Šio proceso metu susidaręs 

vienlypis deguonis 
1
O2 sukelia biomolekulių pažaidas ir ląstelėse gali 

inicijuoti apoptozę (Marchal et al., 2005), nekrozę (Marchal et al., 2005) 

arba autofagiją (Sasnauskiene et al., 2009). Kai kurie tyrimai rodo, kad FDP 

gali būti veiksmingas prieš chemoterapiniams vaistams atsparias ląsteles 

(Goler-Baron ir Assaraf, 2012; Kulbacka et al., 2010; Celli et al., 2011; Yu 

ir Yu, 2014).  
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1.3 Wnt ir Notch signaliniai keliai   

Storosios žarnos paviršių sudaro vienas epitelinių ląstelių sluoksnis, kuris 

atlieka dvi funkcijas – dalyvauja vandens ir maisto medžiagų absorbcijoje 

bei saugo kūną nuo galimai žalingo žarnyno turinio. Šios funkcijos 

užtikrinamos vykstant nuolatiniam epitelinio sluoksnio atsinaujinimui – 

žarnyno epitelio kriptų apačioje esančios kamieninės ląstelės dalinasi 

asimetriškai susidarant dukterinėms nekamieninėms ląstelėms, kurios dar 

pasidalina 4 – 5 kartus, kol galutinai diferencijuoja į enterocitus 

(absorbuoja), enteroendokrinines (sekretuoja hormonus) ir taurines ląsteles 

(sekretuoja gleives). Vykstant nuolatiniam kamieninių ląstelių dalinimuisi, 

diferenciavusios ląstelės juda link kriptos viršaus kur galiausiai žūsta ir yra 

išstumiamos į žarnyno lumeną (van der Flier ir Clevers, 2009; Koch, 2017). 

Nustatyta, kad daugumos pilnai diferencijavusių žarnyno epitelio ląstelių 

pakeitimui naujomis užtenka maždaug 2 – 7 dienų (Tanaka, 2009; Barker, 

2014). Tokiu būdu sumažinama individualios žarnyno epitelinės ląstelės 

sąveika su patogenais bei greitai atstatomos infekcijų arba mechaninio 

poveikio sukeltos žarnyno pažaidos (Koch, 2017). Žarnyno kamieninių 

ląstelių dalijimąsi ir diferenciaciją valdo Wnt ir Notch signaliniai keliai (van 

der Flier ir Clevers, 2009). Pastebėta, kad sutrikus šių signalinių kelių 

reguliacijai bei esant nuolatinei aktyvacijai skatinamas kolorektalinių navikų 

atsiradimas ir progresavimas (Roy ir Majumdar, 2012; Wu et al., 2013; 

Pandurangan et al., 2018). 

1.3.1 Wnt signalinis kelias 

Wnt šeimą sudaro sekretuojami palmitoleininti glikoproteinai, kurie 

sąveikauja su Frizzled (FZD) receptoriais bei įvairiais koreceptoriais ir 

aktyvuoja nuo β-katenino, JNK, Ca
2+

 ir kitų signalinių molekulių 

priklausomus signalinius kelius (Rasmussen et al., 2018). Šiuo metu žinoma 

19 žmogaus WNT glikoproteinų, 10 FZD receptorių bei keli nekanoniniai 

receptoriai (pavyzdžiui, tirozino kinazės RYK, ROR1, ROR2). Skirtingi 

ligando, receptoriaus ir koreceptoriaus deriniai lemia koks signalinis kelias 

bus aktyvuotas (Deitrick ir Pruitt, 2016).  

Wnt/β-katenino kelias (kanoninis Wnt signalinis kelias). β-kateninas 

ląstelėse atlieka dvi pagrindines funkcijas: 1) didžioji β-katenino dalis jungia 

E-kadherino citoplazminį domeną su ląstelės citoskeletu (ląstelė-ląstelė 

sąauga); 2) laisvas citoplazminis β-kateninas keliauja į branduolį kur veikia 

kaip transkripcijos aktyvatorius (Deitrick ir Pruitt, 2016; Tortelote et al., 

2017; Yang et al., 2014a). Nesant WNT glikoproteinų, citoplazmoje 
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palaikoma maža laisvo β-katenino koncentracija, jį suskaidant. β-katenino 

destrukcijos kompleksą sudaro pamatinis destrukcijos kompleso baltymas 

AXIN (prisijungia naujai susintetintą arba nuo E-kadherino atpalaiduotą  

β-kateniną), APC baltymas bei β-kateniną fosforilinančios kinazės – kazeino 

kinazė CK1 (fosforilina S45), serino/treonino kinazė GSK3β (fosforilina 

S33, S37, T41) (Tortelote et al., 2017). Prie destrukcijos komplekso per 

APC prisijungia YAP/TAZ baltymai. Jie pritraukia E3 ubikvitino ligazę  

β-TrCP, kuri poliubikvitilina fosfo-β-kateniną ir nukreipia jį suskaidymui 

proteasomose (Zhan et al., 2017) (1.4 pav.). Proteasomai pašalinus  

β-kateniną iš destrukcijos kompleso, šis pagauna kitą citoplazminį  

β-kateniną ir jį pažymi degradacijai (Tortelote et al., 2017). 

 
1.4 pav. Kanoninis Wnt signalinis kelias. A, nesant ligando destrukcijos kompleksas 

fosforilina ir ubikvitilina β-kateniną, todėl jis suskaidomas proteasomose. B, esant Wnt 

ligandams β-kateninas nebeskaidomas ir branduolyje skatina Wnt taikinių raišką. Pagal 

(Tortelote et al., 2017; Kretzschmar ir Clevers, 2017; Deitrick ir Pruitt, 2016; Krishnamurthy 

ir Kurzrock, 2018) 

Kanoninis kelias aktyvuojamas WNT glikoproteinams sudarius 

kompleksą su FZD receptoriumi ir LRP koreceptoriumi. Tikslus 

mechanizmas kaip šio komplekso susidarymas sutrikdo β-katenino 

destrukcijos komplekso veikimą vis dar nežinomas. Eksperimentiniai 

duomenys rodo, kad susidarius aktyviam WNT/FZD/LRP kompleksui 

vyksta DVL baltymo fosforilinimas, LRP viduląstelinio fragmento PPPSP 

pasikartojimų fosforilinimas bei viso destrukcijos komplekso pritraukimas 

prie aktyvaus receptoriaus (Deitrick ir Pruitt, 2016; Krishnamurthy ir 

Kurzrock, 2018; Kretzschmar ir Clevers, 2017). Teigiama, kad aktyvaus 

receptoriaus sąveika su destrukcijos kompleksu neleidžia β-TrCP vykdyti 

fosfo-β-katenino ubikvitilinimo, todėl β-kateninas nesuskaidomas ir 
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destrukcijos kompleksas lieka „užkimštas“ (Tortelote et al., 2017). Wnt 

signalas sustiprinamas susidarant signalosomai – aktyvūs receptoriaus 

kompleksai pritraukiami vienas šalia kito vykstant fosfo-DVL 

polimerizacijai, tai padidina DVL avidiškumą AXIN ir lemia dar didesnio 

destrukcijos kompleksų kiekio pritraukimą iš citoplazmos (Gammons ir 

Bienz, 2018).  

β-katenino skaidymas taip pat sumažėja ir dėl AXIN konformacijos 

pokyčių. Nesant WNT glikoproteinų, GSK3β fosforilina AXIN ir tokiu būdu 

padidina AXIN stabilumą bei afiniškumą β-kateninui (atvira AXIN 

konformacija). Tuo tarpu susidarius WNT/FZD/LRP kompleksui, baltymų 

fosfatazė PPI defosforilina AXIN ir jis pereina į uždarą konformaciją prie 

kurios nebegali prisijungti β-kateninas (Tortelote et al., 2017; 

Krishnamurthy ir Kurzrock, 2018; Krausova ir Korinek, 2014).  

1.2 lentelė. Wnt signalinio kelio aktyvuojamų genų pavyzdžiai 

Genai taikiniai Apibūdinimas Šaltiniai 

TCF1, LEF1, FZD7, 

LGR5, LRP6, RSPO 

Wnt signalinis 

kelias 

(Roose et al., 1999; Filali et al., 2002; Willert et al., 

2002; Barker et al., 2007; MacDonald et al., 2009) 

AXIN2, DKK, ZNRF3, 

RNF43, NKD 

Wnt signalinio 

kelio slopinimas 

(Jho et al., 2002; Niida et al., 2004; Kretzschmar ir 

Clevers, 2017; MacDonald et al., 2009) 

MYC, JUN, PPARD, 

SOX2, SOX9, OCT4 

Transkripcijos 

veiksniai 

(He et al., 1998; Mann et al., 1999; He et al., 1999; 

Blache et al., 2004; Cole et al., 2008) 

ABCB1, ABCC3 
Vaistų išmetimas 

iš ląstelės 
(Correa et al., 2012; Kobayashi et al., 2016) 

LIVIN, IAP4 
Apoptozės 

slopinimas 
(Yuan et al., 2007; Zhang et al., 2001) 

NOTCH2, JAG1 
Notch signalinis 

kelias 
(Ungerback et al., 2011; Rodilla et al., 2009) 

NRCAM, CLDN1, 

CHL1, FN1 
Ląstelių adhezija 

(Conacci-Sorrell et al., 2002; Miwa et al., 2001; 

Gavert et al., 2005; ten Berge et al., 2008) 

Sutrikus naujai susintetinto β-katenino skaidymui didėja jo koncentracija 

citoplazmoje ir dalis β-katenino keliauja į branduolį. Branduolyje  

β-kateninas pakeičia su TCF/LEF šeimų transkripcijos veiksniais 

sąveikaujančius transkripcijos represorius TLE bei lemia chromatino 

struktūrą modifikuojančių veiksnių (BRG1, CBP, p300, BCL9, Pygopus, 

SET1, CARM, TBP bei kitų), transkripcijos elongacijos veiksnio ir RNR 

polimerazės II pritraukimą (Tortelote et al., 2017). Priklausomai nuo 

konkrečių TCF/LEF transkripcijos veiksnių splaisingo variantų bei 

pritrauktų transkripcijos aktyviklių skatinama skirtingų Wnt taikinių raiška 

(1.2 lentelė) (Kretzschmar ir Clevers, 2017). Pavyzdžiui, pritraukus p300 

skatinama ląstelių diferenciacija, o CBP – palaikomas kamieniškumas 

(Deitrick ir Pruitt, 2016). Taip pat daugėja duomenų, kad β-kateninas gali 

pritraukti ir transkripcijos represorių, tokiu būdu slopindamas tam tikrų genų 
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raišką (MacDonald et al., 2009). Teigiama, kad bendras β-katenino lygis 

ląstelėse nėra labai svarbus, nes transkripcijos reguliacijai užtenka net ir 

mažo baltymo kiekio branduolyje (Kretzschmar ir Clevers, 2017). 

Pastebėta, kad esant aktyviam kanoniniui Wnt signaliniui keliui padidėja 

daugelio baltymų stabilumas. Taip nutinka, nes baltymų kinazė GSK3β 

negali disocijuoti iš destrukcijos komplekso ir fosforilinti kitų savo taikinių 

bei tokiu būdu sumažinti jų stabilumo. Manoma, kad visame ląstelės 

proteome net 20% baltymų stabilumas yra valdomas GSK3β. Sumažėjęs 

GSK3β taikinių skaidymas prisideda prie greitesnio vėžinių ląstelių augimo 

bei pasidalinimo (Zhan et al., 2017; Rasmussen et al., 2018). 

Wnt/JNK kelias. WNT glikoproteinai įvairiais keliais gali skatinti JNK 

kinazių aktyvumą. Pirma, šis kelias gali būti aktyvuojamas WNT4/5A/11 

glikoproteinams sąveikaujant su FZD receptoriais bei RYK, ROR2 bei 

PTK7 koreceptoriais (Krishnamurthy ir Kurzrock, 2018; Katoh ir Katoh, 

2005b; Katoh ir Katoh, 2005a; Sedgwick ir D'Souza-Schorey, 2016). Ši 

sąveika lemia DVL pritraukimą ir fosforilinimą. Fosfo-DVL per savo DEP 

domeną pritraukia bei aktyvuoja RAC1 GTPazę, kuri skatina JNK aktyvumą 

(Komiya ir Habas, 2008). Ligando-receptoriaus sąveika JNK aktyvumą gali 

skatinti ir per RhoA (Gomez-Orte et al., 2013; Sabatino et al., 2014) bei 

CDC42 (Kikuchi et al., 2009). Taip pat žinoma, kad nuo JNK priklausomas 

Wnt signalinis kelias gali būti aktyvuojamas WNT4/5A/11 sąveikos su ROR 

receptoriais metu. Toliau JNK kinazės fosforilina citoplazminius arba 

branduolyje esančius savo taikinius taip didindamos arba mažindamos jų 

aktyvumą. Manoma, kad Wnt/DVL/JNK kelias gali aktyvuoti apoptozę 

(Rasmussen et al., 2018). Visgi, JNK poveikis ląstelėms priklauso nuo JNK 

aktyvacijos trukmės – trumpalaikė JNK aktyvacija skatina ląstelių 

išgyvenimą, o ilgalaikė – sukelia apoptozę (Ventura et al., 2006).  

Wnt/Ca
2+

 kelią aktyvuoja WNT5A/11 sąveika su FZD2-7 dalyvaujant 

ROR1/2 koreceptoriams (De, 2011; Kuhl et al., 2000; Grumolato et al., 

2010; Slusarski ir Pelegri, 2007). Ši ligando-receptoriaus sąveika pritraukia 

fosfo-DVL ir lemia fosfolipazės C aktyvaciją (PLC). Aktyvi PLC katalizuoja 

fosfatidilinozitolio 4,5-bisfosfato (PIP2) virsmą į inozitolio 1,4,5-trisfosfatą 

(IP3) ir 1,2-diacilglicerolį (DAG) (De, 2011). IP3 skatina Ca
2+

 jonų išėjimą iš 

endoplazminio tinklo. Tai aktyvuoja įvairius nuo Ca
2+

 priklausomus 

baltymus, pavyzdžiui, nuo Ca
2+

/kalmodulino priklausomą baltymų kinazę II 

(CAMKII), TGFβ aktyvuojamą kinazę (TAK1), į Nemo panašią kinazę 

(NLK), kalcineuriną ir kitus (Rasmussen et al., 2018; Deitrick ir Pruitt, 

2016). Tuo tarpu DAG kartu su Ca
2+

 aktyvuoja baltymų kinazę C (PKC). 

Toliau CAMKII ir PKC aktyvuoja transkripcijos veiksnius NFκB ir CREB, o 
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kalcineurinas – NFAT (De, 2011). Be to, pastebėta, kad NLK, CAMKII ir 

kalmodulinas slopina Wnt/β-katenino kelią (Komiya ir Habas, 2008; 

Krishnamurthy ir Kurzrock, 2018). 

Wnt signalinio kelio reguliacija. Wnt signalinis kelias gali būti 

valdomas ligandų ir receptorių lygiuose. Signalą perduodančių ląstelių 

endoplazminiame tinkle vyksta Wnt ligandų glikozilinimas bei 

konservatyvios serino liekanos modifikavimas palmitoleinatu, dalyvaujant 

palmitoleino transferazei porkupinui (Nile ir Hannoush, 2016). Taip 

modifikuotas WNT sąveikauja su transmembraniniu baltymu WLS, kuris 

lemia WNT baltymo nukreipimą į Goldžio kompleksą ir tolesnę pilnai 

subrendusio baltymo sekreciją į ląstelės išorę (Zhan et al., 2017). Wnt 

ligandai gali būti: 1) išnešami iš ląstelės ant egzosomų paviršiaus (Gross et 

al., 2012); 2) išmetami iš ląstelės komplesų su lipoproteinais pavidalu (Herr 

et al., 2012); 3) likti prisitvirtinę prie sekretuojančios ląstelės membranos 

(palmitoleinatui tarnaujant inkaru) (Port ir Basler, 2010). Po WNT sekrecijos 

WLS baltymas grąžinamas į endoplazminį tinklą, kur jis gali sąveikauti su 

naujai subrendusiu Wnt ligandu (Kikuchi et al., 2011).  

Palmitoleinato liekanos prijungimas svarbus ne tik Wnt ligando 

sekrecijai, bet ir ligando sąveikai su receptoriumi (Janda et al., 2012). 

Nustatyta, kad baltymas NOTUM gali katalizuoti šios liekanos pašalinimą ir 

tokiu būdu slopinti Wnt signalinį kelią (Kakugawa et al., 2015). Šis 

signalinis kelias taip pat slopinamas kitų su Wnt ligandais sąveikaujančių 

baltymų, tokių kaip WNT slopinantis veiksnys WIF1, sekretuojami su FZD 

receptoriais susiję baltymai sFRP1–5, Cerberus, TIKI, APCDD1 (Tortelote 

et al., 2017; Kretzschmar ir Clevers, 2017).  

Wnt ligandų ir receptorių sąveika slopinama su FZD receptoriais arba 

koreceptoriais sąveikaujančių baltymų SOST, APCDD1, Dickkopf1–4 

(DKK1–4) (Tortelote et al., 2017; Kretzschmar ir Clevers, 2017). DKK1/2 

ne tik blokuoja ligando sąveiką su LRP, bet pritraukia transmembraninį 

baltymą KREMEN, kuris skatina LRP endocitozę (Krausova ir Korinek, 

2014). Tuo tarpu NORRIN veikia kaip alternatyvus FZD ligandas ir esant 

LRP aktyvuoja nuo β-katenino priklausomą kelią (Junge et al., 2009; Deng 

et al., 2013). 

Wnt signalas nutraukiamas neigiamo grįžtamojo ryšio – β-kateninas 

skatina ubikvitino ligazių ZNRF3 ir RNF43 raišką, kurios ubikvitilina FZD 

receptorius ir taip juos pašalina iš membranos. Šį procesą gali sutrikdyti 

sekretuojami baltymai R-spondinai sudarydami LGR5/R-spondinas/ZNRF3 

arba LGR5/R-spondinas/RNF43 kompleksus ir tokiu būdu sustiprindami 

Wnt signalą (Tortelote et al., 2017).  
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Wnt signalinio kelio svarba kolorektalinio vėžio vystymesi. Nuo  

β-katenino priklausomas Wnt signalinis kelias yra labai svarbus 

kolorektalinio vėžio vystymesi. Deitrick ir Pruitt su kolorektalinio vėžio 

atsiradimu sieja mutacijas APC ir KRAS baltymus koduojančiuose genuose. 

Dažniausiai aptinkamos APC geno mutacijos, kurios lemia nepilno ilgio 

baltymo susidarymą – net 85% navikų turi mutaciją bent viename APC 

alelyje, o 60% navikų – dviejuose. KRAS funkcijos įgijimo mutacijos leidžia 

šiam baltymui savitai fosforilinti su E-kadherinu sąveikaujantį β-kateniną ir 

tokiu būdu skatinti β-katenino atpalaidavimą bei pernašą į branduolį 

(Deitrick ir Pruitt, 2016). Kolorektaliniam vėžiui taip pat būdingos mutacijos 

β-katenino reguliaciniame domene (būdingos 5% vėžio atvejų) (Krausova ir 

Korinek, 2014), RNF43 funkcijos praradimo mutacijos (18% vėžio atvejų), 

translokacijos R-spondinus koduojančiuose genuose (8% atvejų) 

(Krishnamurthy ir Kurzrock, 2018) ir kitos. Padidėjęs Wnt/β-katenino 

signalinio aktyvumas taip pat gali prisidėti prie kepenų, gimdos kaklelio, 

kiaušidžių ir kitų audinių kancerogenezės (Su et al., 2010). Tuo tarpu 

nekanoniniai Wnt signaliniai keliai priklausomai nuo vėžio tipo bei stadijos 

gali ir slopinti, ir skatinti vėžio atsiradimą (Humphries ir Mlodzik, 2018; 

Wang, 2009).  

Wnt signalinis kelias ir atsparumas chemoterapiniams vaistams. 

Padidėjęs Wnt/β-katenino signalinio kelio aktyvumas nesmulkialąstelinio 

plaučių vėžio atveju siejamas su atsparumu cisplatinai (Yang et al., 2013; 

Gao et al., 2013) ir taksoterui (Wang et al., 2012), o kepenų vėžio atveju – 

su atparumu interferono-α ir 5-FU deriniui (Noda et al., 2009). Pastebėta, 

kad β-katenino baltymo kiekio padidėjimas lemia didesnę IAP4 raišką ir 

apoptozės slopinimą, tokiu būdu padidindamas kasos vėžio ląstelių 

atsparumą gemcitabinui (Guo et al., 2009b). GSK3β aktyvumo padidėjimas 

II stadijos kolorektalinio vėžio navikuose siejamas su mažesniu 5-FU 

veiksmingumu (Grassilli et al., 2013). Padidėję β-katenino ir JNK bei 

sumažėjęs CaMKII baltymo kiekis siejamas su padidėjusiu kiaušidžių vėžio 

ląstelių atsparumu cisplatinai (Huang et al., 2016b). Kitame cisplatinai 

atsparių kiaušidžių vėžio ląstelių tyrime parodyta, kad ROR1 ir ROR2 yra 

svarbūs šių ląstelių migracijai ir invazyvumui (Henry et al., 2016). Neigiamo 

Wnt signalinio kelio reguliatoriaus DKK-1 lokalizacija branduolyje – vienas 

iš kolorektalinio vėžio atsparumo chemoterapiniams vaistams žymenų 

(Aguilera et al., 2015). 

Wnt signalinio kelio aktyvumą keičiantys junginiai. Wnt signalinio 

kelio slopikliai gali būti skirstomi pagal jų taikinius. WNT/FZD komplekso 

slopikliams priskiriami porkupino slopikliai (LGK974, ETC-159, IPW-2), su 
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Wnt ligandais (OMP-54F28, monokloniniai antikūnai atpažįstantys WNT1 

arba WNT2, sFRP, WIF) bei su FZD receptoriais (OMP18R5, OTSA101, 

OMP131R10, FOXY-5, DKN-01) sąveikaujantys baltymai. Destrukcijos 

komplekso slopikliams priklauso AXIN stabilumą padidinantys tankirazių 

slopikliai (XAV939, IWR1, NVP-TNKS656, JW74, WIKI4) bei DVL 

slopikliai (NSC668036, J01-017a, FJ9, 3289-8625). β-katenino aktyvuojamų 

transkripcijos kompleksų slopikliai veikia kaip β-katenino/TCF antagonistai 

(PKF115-584, CGP049090, PKF118-310, iCRT3, iCRT5, iCRT14,  

PNU-74654, BC21, LF3) arba su β-kateninu sąveikaujančių transkripcijos 

aktyviklių antagonistai (ICG-001, PRI-724, NCB-0846) (Novellasdemunt et 

al., 2015; Zhan et al., 2017; Krishnamurthy ir Kurzrock, 2018; Haikarainen 

et al., 2013). Taip pat žinomi ir Wnt signalinio kelio aktyvatoriai (BML-284, 

IM-12, AZD2858, CP21R7, SKL2001, WAY-316606, SB-216763, SB-

415286) (Liu et al., 2005; Schmole et al., 2010; Marsell et al., 2012; Gong et 

al., 2010; Gwak et al., 2012; Bodine et al., 2009; Coghlan et al., 2000). 

1.3.2 Notch signalinis kelias 

Notch signalinis kelias – tai ląstelių bendravimui svarbus konservatyvus 

ligando – receptoriaus signalinis kelias (Soltanian ir Matin, 2011; Wang et 

al., 2010). Pagrindiniai šio signalinio kelio dalyviai – keturi Notch 

receptoriai (NOTCH1-4) bei penki ligandai, kurie priklauso DLL 

(DLL1/3/4) arba Jagged (JAG1/2) šeimoms (Li et al., 2017).  

NOTCH1-4 – vieną kartą membraną perveriantys heterodimeriniai 

baltymai, sudaryti iš dviejų fragmentų – užląstelinio fragmento NEC ir 

transmembraninio-viduląstelinio fragmento NTM (Ntziachristos et al., 

2014). NEC fragmente yra 29 – 36 į epidermio augimo veiksnį panašūs 

pasikartojimai EGFL, kurie svarbūs receptoriaus sąveikai su ligandu. Taip 

pat šiame fragmente yra neigiamoje reguliacijoje dalyvaujantis NRR 

regionas, kuris užtikrina signalinio kelio slopinimą nesant ligando (Kopan ir 

Ilagan, 2009). Tuo tarpu NTM sudarytas iš trumpo užląstelinio domeno 

(dalyvauja heterodimerizacijoje; jame yra S2 kirpimo sritis), 

transmembraninės dalies ir NOTCH viduląstelinio domeno (NICD). 

Svarbiausi NICD motyvai – su RBPJκ sąveikaujantis RAM domenas, 

ankirino pasikartojimai (ANK), dvi branduolio lokalizacijos sekos, 

transaktyvacijos domenas ir PEST seka (Sjoqvist ir Andersson, 2017). 

NOTCH1 ir NOTCH2 struktūra yra labai panaši. Tuo tarpu NOTCH3 ir 

NOTCH4 pasižymi mažesniu EGFL pasikartojimų kiekiu (atitinkamai 34 ir 

29) bei neturi transaktyvacijos domeno (Sjoqvist ir Andersson, 2017; 

Ntziachristos et al., 2014).  
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Notch receptorių pirmtakai sintetinami endoplazminiame tinkle kaip 

vienos polipeptidinės grandinės transmembraniniai baltymai. Čia prasideda 

šių pirmtakų brendimas: EGFL pasikartojimai modifikuojami O-gliukozės 

liekanomis dalyvaujant POGLUT1 (ši modifikacija palengvina receptoriaus 

skėlimą) (Acar et al., 2008), O-fukozės liekanomis dalyvaujant POFUT1 

(Stahl et al., 2008) bei O-N-acetilglikozamino liekanomis dalyvaujant 

EOGT1 (Sawaguchi et al., 2017). Taip modifikuoti Notch receptorių 

pirmtakai pernešami į Goldžio kompleksą, kuriame N-acetilglikozaminas 

prijungiamas prie O-gliukozės dalyvaujant ksilosiltransferazėms 

(GXYLT1/2, XXYLT1) ir O-fukozės dalyvaujant Fringe šeimos baltymams 

(Lunatic, Radical arba Manic) (Kovall et al., 2017; Moloney et al., 2000; 

Takeuchi ir Haltiwanger, 2014). Nustatyta, kad Fringe šeimos baltymai 

modifikuoja skirtingus EGFL pasikartojimus ir tokiu būdu keičia 

receptoriaus afiniškumą ligandams. Pavyzdžiui, Radical skatina NOTCH1 

sąveiką su DLL1 ir JAG1 ligandais, kai tuo tarpu Lunatic ir Manic skatina 

sąveiką su DLL1/4, o sąveiką su JAG1/2 slopina (Siebel ir Lendahl, 2017; 

Sjoqvist ir Andersson, 2017). Notch receptorių pirmtakų brendimas 

baigiamas trans-Goldžio komplekse vykstant jų skėlimui S1 srityje, kurį 

vykdo furino tipo konvertazė (Blaumueller et al., 1997). Tokiu būdu 

susidaro du Notch receptoriaus fragmentai, kurie iškart dimerizuojasi 

dalyvaujant Ca
2+

. Subrendęs heterodimerinis baltymas pūslelių pagalba 

pernešamas į ląstelės plazminę membraną (Li et al., 2017). 

DLL1/3/4 ir JAG1/2 – vieną kartą ląstelės membraną perveriantys 

baltymai, kurių svarbiausi motyvai: užląstelinėje strityje esantis DSL 

domenas, daug EGFL pasikartojimų turintis domenas (dalyvauja ligando-

receptoriaus sąveikoje), transmembraninė sritis bei viduląstelinis PDZ 

motyvus turintis domenas (dalyvauja sąveikoje su kitais ląstelės baltymais) 

(Sjoqvist ir Andersson, 2017). JAG baltymai turi daugiau EGFL 

pasikartojimų negu DLL baltymai (atitinkamai 16 ir 6–8). Be to, jiems 

būdingas cisteinu turtingas domenas, kurio neturi DLL (Colliton et al., 2001; 

Kangsamaksin et al., 2015; UniProtKB). Kaip ir Notch receptoriai, ligandai 

yra modifikuojami signalą siunčiančių ląstelių Goldžio komplekse 

dalyvaujant Fringe baltymams. Nustatyta, kad DLL1/3 glikozilinimas 

dalyvaujant Lunatic skatina šių baltymų cis sąveiką su NOTCH1 (Sjoqvist ir 

Andersson, 2017).  

Kanoninis Notch signalinis kelias aktyvuojamas subrendusiam Notch 

receptoriui sąveikaujant su kitos ląstelės paviršiuje esančiu Notch ligandu 

(1.5 pav.). Šios sąveikos metu ligandą pateikiančioje ląstelėje aktyvuojamos 

ubikvitino E3 ligazės MINDBOMB, NEURALIZED (ubikvitilina DLL1/4 ir 
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JAG1 (Koo et al., 2007; Koutelou et al., 2008)) arba SKELETROPHIN 

(ubikvitilina JAG2 (Takeuchi et al., 2005)), kurios monoubikvitilina Notch 

ligandų viduląstelinę dalį. Tai skatina receptoriaus NEC domeno-ligando 

komplekso endocitozę į ligandą pateikiančią ląstelę. Endocitozė čia sukuria 

mechaninę jėgą, kuri atidengia ląstelės išorėje esančią ADAM10/17 

metaloproteazėms jautrią Notch receptoriaus sritį (S2 sritis) (Kovall et al., 

2017; Bray ir Gomez-Lamarca, 2018; Kopan ir Ilagan, 2009). Po vienos iš 

šių proteazių vykdomo kirpimo susidaręs NEXT (angl. Notch extracellular 

truncated) toliau sąveikauja su γ-sekretazės kompleksu, kuris vykdo 

receptoriaus kirpimą S3 srityje tokiu būdu leisdamas transkripcijos 

aktyvikliui NICD keliauti į branduolį (Kopan ir Ilagan, 2009). Kur vyksta S3 

kirpimas dar nėra tiksliai žinoma – vieni tyrimai rodo, kad po S2 kirpimo 

NEXT endocituojamas ir S3 kirpimas vyksta endosomose (Windler ir Bilder, 

2010; Gupta-Rossi et al., 2004), kiti teigia, kad šis kirpimas vyksta prie 

ląstelės plazminės membranos ir nuo endocitozės nepriklauso (Sorensen ir 

Conner, 2010; Struhl ir Adachi, 2000). Taip pat pastebėta, kad γ-sekretazės 

kirpimo metu gali susidaryti skirtingą stabilumą turintys NICD produktai. 

Pavyzdžiui, N-gale valiną turintis NICD1 yra stabilesnis, o seriną arba 

leuciną – greitai suskaidomas (Tagami et al., 2008). 

 
1.5 pav. Kanoninis Notch signalinis kelias. Pagal (Kovall et al., 2017; Bray ir Gomez-

Lamarca, 2018; Kopan ir Ilagan, 2009) 

NICD į branduolį patenka kanoniniu nuo α/β1 importinų priklausomu 

keliu (Huenniger et al., 2010). Branduolyje NICD per RAM ir ANK 

domenus sąveikauja su transkripcijos veiksniu RBPJκ susidarant NICD-

RBPJκ kompleksui. NICD ir RBPJκ sąveikos paviršiuje susiformuoja 
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griovelis, per kurį prie komplekso prisijungia transkripcijos aktyviklis 

MAML (MAML1-3) (Bray ir Gomez-Lamarca, 2018). NICD-RBPJκ-

MAML kompleksas pritraukia transkripcijai svarbius veiksnius (p300, CBP, 

PCAF, PBAF, BRG1, PB1, PHF8, aF4p12, Zmiz1, NACK, LSD1, PRC2, 

AIB1, BRD4, MED1, RNF40) ir, priklausomai nuo konteksto, aktyvuoja 

arba slopina NOTCH genų-taikinių raišką (1.3 lentelė) (Siebel ir Lendahl, 

2017; Weaver et al., 2014; Han et al., 2017; Mo et al., 2015; Wang et al., 

2015).  

1.3 lentelė. Notch signalinio kelio aktyvuojamų ir slopinamų genų pavyzdžiai 

Receptorius Valdomi genai 

NOTCH1 

Aktyvuoja: HES1 (Iso et al., 2002), HES5 (Sweeney et al., 2004), HEY1, HEY2, 

HEYL (de Celis ir Bray, 2000), DELTEX1 (Palomero et al., 2006), NFKB2 

(Oswald et al., 1998), PLXND1 (Rehman et al., 2016), ABCB1 (Wu et al., 

2014), ABCC1 (Li et al., 2016; Cho et al., 2011), ABCG2 (Bhattacharya et al., 

2007), SOX9 (Haller et al., 2012), CCND1 (Cohen et al., 2010a), CDKN1A, 

CDK2 (Guo et al., 2009a), CDCA7 (Guiu et al., 2014), BCL2L3 (Palaga et al., 

2013), IAP4 (Chen et al., 2011), PTEN (Whelan et al., 2007), MYC (Weng et al., 

2006), SEPT4 (Liu, 2012) 

Slopina: SERPINE1 (Yu et al., 2016b), CDKN2A, KLF4 (Han et al., 2017; Ai et 

al., 2014) 

NOTCH2 

Aktyvuoja: HES1, HES5 (Shimizu et al., 2002), HEY1, HEY2, HEYL (de Celis 

ir Bray, 2000), IKKA, NFKB1, CDKN1A, GSK3B, RASGRP2, MDM2, BAX, 

FOXO1 (Liu et al., 2017), TNC (Sivasankaran et al., 2009) 

NOTCH3 

Aktyvuoja: HES1, HES5 (Sweeney et al., 2004), HES2, HES6 (Jaskula-Sztul et 

al., 2015), HEY1, HEY2, HEYL (de Celis ir Bray, 2000), BCL2, BIRC5, CFLAR 

(Baeten ir Lilly, 2015), PLXND1(Rehman et al., 2016), CCND1 (Cohen et al., 

2010a), PBX1 (Park et al., 2008) 

Nekanoniniai Notch signaliniai keliai gali būti skirstomi į keletą 

skirtingų tipų priklausomai nuo to kokie kanoninio Notch signalinio kelio 

elementai juose dalyvauja arba nedalyvauja. Pirmam tipui priskiriami 

signaliniai keliai, kuriuos aktyvuoja alternatyvūs ligandai. Pavyzdžiui, 

transmembraninių baltymų DNER, NB3, kontaktino 1, Jedi, DLK1 arba 

sekretuojamų baltymų MAGP1-2, NovH, YB1 sąveika su Notch 

receptoriumi aktyvuoja Notch signalinį kelią (D'Souza et al., 2008; Rauen et 

al., 2009; Siebel ir Lendahl, 2017). Antrasis tipas – RBPJκ nepriklausomi, 

nuo NICD priklausomi keliai. Pavyzdžiui, citoplazmoje esantis NICD gali 

slopinti BAX oligomerizaciją ir tokiu būdu ląsteles apsaugoti nuo apoptozės 

(Perumalsamy et al., 2010). NICD taip pat gali sudaryti kompleksą su FIH-1 

ir taip neleisti jam slopinti HIF1α (Poellinger ir Lendahl, 2008). Tuo tarpu 

NICD sąveika su p50 arba c-REL aktyvuoja NFκB (Pan et al., 2017). Be to, 

nustatyta, kad NICD gali veikti kaip LEF1 aktyviklis (Ross ir Kadesch, 

2001). Trečiasis tipas – nuo RBPJκ priklausomi, nuo NICD nepriklausomi 

keliai. Pavyzdžiui, su Kaposi sarkoma susijusio herpes viruso baltymo RTA 
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(Liang et al., 2002), Epstein-Barr viruso baltymo EBNA2 (Zimber-Strobl et 

al., 1994), adeno viruso baltymo 13SE1A (Ansieau et al., 2001) sąveika su 

RBPJκ lemia šio baltymo konformacijos pokyčius bei transkripcijos 

aktyviklių pritraukimą. 

Ląstelių sąlyčio plotas. Pastebėta, kad kuo didesnis ląstelių sąlyčio 

plotas, tuo į branduolį perduodamas signalas bus stipresnis ir ilgiau 

išliekantis (Shaya et al., 2017; Bray, 2016). Be to didesnis sąlyčio plotas 

galimai sukuria didesnius receptoriaus kirpimui reikalingus energijos 

kiekius. NOTCH1 yra kerpamas sunkiausiai ir tam reikalingas didžiausias 

ląstelių sąlyčio plotas (Bray, 2016). Antroje vietoje pagal kirpimui reikalingą 

energiją – NOTCH2 (Sjoqvist ir Andersson, 2017). Tuo tarpu NOTCH3 yra 

kerpamas lengviausiai (Xu et al., 2015). Jo kirpimui užtenka ligando 

pateikimo filopodijomis (Sugiyama et al., 2010; Cohen et al., 2010b) arba 

endosomomis (Boelens et al., 2014; Sheldon et al., 2010; Sharghi-Namini et 

al., 2014). Kadangi NOTCH3 kirpimui reikia mažiausiai energijos, jo 

kirpimas gali vykti ir sąveikaujant su tirpiais ligandais (Rauen et al., 2009) 

arba nepriklausomai nuo ligando (Choy et al., 2017). Pasak James et al. 

NOTCH4 kirpimas in vitro ląstelių kultūrose nevyksta (James et al., 2014). 

Cis sąveika. Ląstelėje tuo pačiu metu gali vykti ir Notch receptorių, ir 

ligandų sintezė. Ligando ir receptoriaus cis sąveika (t.y. kai ligandas 

sąveikauja su toje pačioje ląstelėje esančiu receptoriumi) negali aktyvuoti 

Notch signalinio kelio, nes nesusidaro S2 kirpimui reikiamos jėgos. Be to, ši 

sąveika neleidžia receptoriui sąveikauti su trans pateikiamu ligandu (t.y. 

kitoje ląstelėje esančiu ligandu) ir Notch signalinis kelias slopinamas (Kovall 

et al., 2017; D'Souza et al., 2008). Pastebėta, kad daugiau ligandų negu 

Notch receptorių turinti ląstelė siųs signalą kitai ląstelei. Tuo tarpu daugiau 

Notch receptorių negu ligandų turinti ląstelė signalą priims (Bray, 2016). Kai 

kurie autoriai teigia, kad DLL3 ir NOTCH4 dalyvauja tik cis-slopinime 

(Serth et al., 2015; Ladi et al., 2005; James et al., 2014). 

Notch signalinio kelio reguliacija. Neigiamoje Notch signalinio kelio 

reguliacijoje dalyvauja Notch receptorių arba ligandų ubikvitilinimą 

skatinantys baltymai (NUMB, NUMBL, Itch, DELTEX1-2) (McGill ir 

McGlade, 2003; Garcia-Heredia ir Carnero, 2018; Zhang et al., 2010b; Shao 

et al., 2017) bei NICD sąveiką su RBPJκ arba aktyviklių pritraukimą 

slopinantys baltymai (Aes, Emerin, RITA, DELTEX1) (Sonoshita et al., 

2011; Lee et al., 2017; Wacker et al., 2011; Izon et al., 2002). Teigiamai 

Notch signalinio kelio aktyvumą veikia su Notch receptoriais sąveikaujantys 

AAK1 (Gupta-Rossi et al., 2011), MDM2 (Pettersson et al., 2013) bei 

NUMB transliaciją arba veikimą slopinantys MUTASHI1-2 (Imai et al., 
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2001; Kudinov et al., 2017), nPKCι (Mah et al., 2015). Šio signalinio kelio 

valdyme svarbų vaidmenį taip pat atleika potransliacinės NICD 

modifikacijos, kurios keičia NICD aktyvumą arba stabilumą (Bray, 2016). 

Viena svarbiausių NICD potransliacinių modifikacijų – fosforilinimas. 

CDK8 arba GSK3β katalizuojamas NICD PEST domeno fosforilinimas 

lemia ubikvitino E3 ligazės SEL10 pritraukimą ir NICD suskaidymą (Bray ir 

Gomez-Lamarca, 2018; Bray, 2016). NLK, DYRK1A ir kazeino kinazė CK2 

fosforilina NICD bei tokiu būdu slopina MAML prisijungimą prie NICD-

RBPJκ komplekso (Ishitani et al., 2010; Fernandez-Martinez et al., 2009; 

Ranganathan et al., 2011). Tuo tarpu branduolio lokalizacijos sekų 

fosforilinimas dalyvaujant GSK3β arba PIM padidina NICD pernašą į 

branduolį ir teigiamai veikia Notch signalinio kelio aktyvumą (Han et al., 

2012; Santio et al., 2016). Kitos žinomos NICD potransliacinės 

modifikacijos: acetilinimas dalyvaujant p300, PCAF, KAT5 (Popko-Scibor 

et al., 2011; Palermo et al., 2012; Collesi et al., 2018; Kim et al., 2007); 

deacetilinimas dalyvaujant SIRT1 (Guarani et al., 2011; Bai et al., 2018; 

Collesi et al., 2018); metilinimas dalyvaujant CARM (Hein et al., 2015); 

deubikvilitilinimas dalyvaujant USP28 (Taranets et al., 2015; Diefenbacher 

et al., 2014; Diefenbacher et al., 2015); sumoilinimas (Antila et al., 2018). 

γ-sekretazės kompleksą sudaro pamatinis komplekso baltymas APH1, 

katalitinį aktyvumą turintis presenilinas 1 arba 2, komplekso stabilumą 

padidinantis nikastrinas ir presenilino veikimą sustiprinantis PEN2 (Kovall 

et al., 2017). Pagrindiniai šio komplekso kerpami substratai – vieną kartą 

membraną perveriantys baltymai tokie kaip NOTCH1-4, Notch ligandai 

(LaVoie ir Selkoe, 2003), ląstelių adhezijoje dalyvaujantys baltymai 

(pavyzdžiui, E-kadherinas, EpCam (Jurisch-Yaksi et al., 2013),  

N-kadherinas (Uemura et al., 2006), Desmoglein-2 (Hemming et al., 2008)), 

receptoriai (pavyzdžiui, IFNaR2 (El Fiky et al., 2005), IL1R1 (Elzinga et al., 

2009), IL1R2 (Kuhn et al., 2007), IL6R (Chalaris et al., 2010), LRP6 (Mi ir 

Johnson, 2007), NRADD (Gowrishankar et al., 2004), VEGFR1 (Cai et al., 

2006)) ir kiti baltymai. γ-sekretazės kompleksas nėra savitas konkrečioms 

transmembraninių baltymų sekoms, o jo vykdomas kirpimas priklauso nuo 

po kirpimo likusio užląstelinio domeno dydžio – kuo mažesnis likęs 

užląstelinis domenas, tuo kirpimas efektyvesnis (Jurisch-Yaksi et al., 2013). 

Ne visi ląstelėje esantys γ-sekretazės kompleksai yra aktyvūs. Pastebėta, kad 

HIF1α prisijungimas gali aktyvuoti šiuos kompleksus ir skatinti NOTCH 

kirpimą (Villa et al., 2014). Šio komplekso aktyvumo padidėjimą gali lemti 

padidėjęs presenilino kiekis (Li et al., 2011), o aktyvumo sumažėjimas gali 
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būti siejamas su taškinėmis presenilino stabilumą sumažinančiomis 

mutacijomis (To et al., 2006; Mumm et al., 2000).  

HES1 – transkripcijos veiksnys, kuris gali veikti kaip transkripcijos 

aktyvatorius (aktyvuoja DBF4 (Wu ir Lee, 2002)), aktyvus arba pasyvus 

represorius (slopina E2F1 (Hartman et al., 2004), ASCL1 (Grynfeld et al., 

2000), CD4 (Allen et al., 2001), MAP2 (Maddodi et al., 2010), PTEN 

(Palomero et al., 2008), PTGDS (Fujimori et al., 2005), Math, neurogenin 

(Liu et al., 2015b)) arba veikti kitais būdais. Aktyvios represijos atveju 

HES1 per WRPW domeną sudaro kompleksą su TLE represoriais. Susidaręs 

HES1/TLE kompleksas jungiasi su DNR N dėžutėmis, prie kurių 

pritraukiamos histonų deacetilazės. Be to žinoma, kad histonų deacetilazes 

HES1 gali pritaukti ir tiesiogiai per bHLH domenus. Pasyvios represijos 

atveju HES1 per bHLH domeną jungiasi prie kito transkripcijos veiksnio 

tokiu būdu sudarydamas prie DNR negalintį prisijungti heterodimerą ir 

slopindamas šio transkripcijos veiksnio aktyvumą (Liu et al., 2015b). Taip 

pat žinoma, kad susidaręs HES1/pRb heterodimeras sąveikauja su RUNX2 

baltymu ir aktyvuoja nuo RUNX2 priklausomų genų raišką (Lee et al., 

2006). Be to, HES1 gali prisijungti prie STAT3 ir skatinti jo fosforilinimą 

(Kamakura et al., 2004). HES1 raišką gali indukuoti ne tik Notch signalinis 

kelias, bet ir hipoksija, Wnt, Hedgehog, BMP/TGFβ signaliniai keliai 

(Borggrefe et al., 2016). 

Notch ir Wnt signalinių kelių sąsajos. Nustatyta, kad Wnt ir Notch 

signaliniai keliai įvairiais būdais veikia vienas kitą (Collu et al., 2014). 

Pirma, veikia kartu valdydami tam tikrų genų raišką. Pavyzdžiui, 

branduolyje β-kateninas gali sudaryti kompleksą su NICD-RBPJκ ir 

aktyvuoti arterijų formavimuisi svarbių genų raišką, tačiau esant aktyviam 

tik Wnt arba tik Notch signaliniam keliui ši raiška neaktyvuojama 

(Yamamizu et al., 2010). Antra, vieno signalinio kelio aktyvuojami genai 

veikia kitą signalinį kelią. Pavyzdžiui, nuo β-katenino priklausomas Wnt 

signalinis kelias skatina Notch signalinį kelią aktyvuojančio ligando JAG1 ir 

receptoriaus NOTCH2 raišką (Ungerback et al., 2011; Rodilla et al., 2009). 

Tuo tarpu NICD skatina FZD receptorių raišką (Collu et al., 2014). Trečia, 

tiesioginė sąveika, kurios metu vienas signalinis kelias slopina arba skatina 

kitą signalinį kelią. Pavyzdžiui, β-katenino sąveika su NOTCH1 skatina 

Notch signalinį kelią – sumažėja NOTCH1 ubikvitilinimas ir padidėja 

NOTCH1 taikinio HES1 raiška (Krishnamurthy ir Kurzrock, 2018). Tuo 

tarpu nuo β-katenino priklausomas signalinis kelias slopinamas –  

β-katenino-NOTCH sąveika skatina β-katenino endocitozę ir suskaidymą 

lizosomose (Collu et al., 2014). Visgi, neseniai kolorektalinės karcinomos 
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ląstelėse buvo parodyta, kad NICD1 gali skatinti β-katenino pernašą į 

branduolį bei TCF promotoriaus aktyvaciją (Ishiguro et al., 2017). Taip pat 

pastebėta, kad GSK3β fosforilina NICD. Šios kinazės vykdomas NICD1 

fosforilinimas lemia NICD1 pernašą į branduolį, padidina jo aktyvumą ir 

stabilumą (Krishnamurthy ir Kurzrock, 2018). Kita vertus, GSK3β 

vykdomas NICD2 fosforilinimas nekeičia NICD2 stabilumo, bet sumažina jo 

aktyvumą (Espinosa et al., 2003).  

Notch signalinio kelio svarba kolorektalinio vėžio vystymesi. 

Priklausomai nuo audinio, vėžio ląstelių tipo ir mikroaplinkos Notch 

signalinis kelias gali skatinti arba slopinti vėžio vystymąsi (Li et al., 2017). 

Kai kurie tyrimai rodo, kad šis signalinis kelias yra svarbus žmogaus 

kolorektalinio vėžio iniciacijoje – adenomoms bei ankstyvoms vėžio 

stadijoms būdingas didelis Notch signalinio kelio aktyvumas, o pažengusio 

ir metastazinio vėžio atvejams – mažas aktyvumas (Szarynska et al., 2017). 

Tuo tarpu kiti tyrimai rodo, kad NOTCH1 koduojančio geno kopijų ir iRNR 

raiškos padidėjimas kolorektaliniuose navikuose susijęs su vėlesne vėžio 

stadija, intensyvesne ląstelių proliferacija, apoptozės slopinimu ir 

agresyvesniu naviko fenotipu (Zhang et al., 2010a; Arcaroli et al., 2016; Chu 

et al., 2011). Be to, Zheng et al. atlikta imunohistocheminė kolorektalinio 

vėžio pacientų navikų analizė parodė, kad šiam vėžiniui audiniui būdinga ne 

tik padidėję NOTCH1, bet ir JAG1, NFκB ir MMP9 baltymų kiekiai (Zheng 

et al., 2015). Agresyvesnis kolorektalinio vėžio fenotipas taip pat siejamas 

su sumažėjusiu NOTCH2 (Wang et al., 2013; Masuda, 2011; Chu et al., 

2009) bei padidėjusiais NOTCH3 (Ozawa et al., 2014; Serafin et al., 2011), 

JAG1 (Sugiyama et al., 2016; Gao et al., 2011), JAG2 (Vaish et al., 2017; 

He et al., 2016) baltymų kiekiais. Be to, NOTCH stabilumą padidinanti 

deubikvitinazė USP28 skatina kolorektalinio vėžio vystymąsi (Diefenbacher 

et al., 2014). 

HES1 svarba kolorektalinio vėžio kancerogenezėje nėra vienareikšmė – 

kai kurie tyrimai rodo, kad mažesnis branduolinio HES1 baltymo lygis 

susijęs su prastesniu pacientų išgyvenamumu (Ahadi et al., 2016), kiti teigia 

priešingai ir su agresyvesniu fenotipu sieja didesnį HES1 baltymo kiekį 

(Yuan et al., 2015a). Pastaruoju atveju naviko agresyvumo padidėjimas 

galėtų būti paaiškinamas tuo, kad HES1 skatina su kamieniškumu siejamų 

genų CD133, ABCG2, NANOG, ALDH1 raišką tokiu būdu padidindamas 

kolorektalinio vėžio ląstelių gebą atsinaujinti (Gao et al., 2014). Be to, HES1 

aktyvuoja BMI-1 ir PTEN/AKT/GSK3β kelią ir tokiu būdu skatina ląstelių 

proliferaciją bei migraciją (Gao et al., 2015). 
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Notch signalinis kelias ir atsparumas chemoterapiniams vaistams. 

Padidėję Notch receptorių baltymo kiekiai dažnai siejami su atsparumu 

chemoterapiniams vaistams: NOTCH1 – plaučių ir prostatos vėžio 

atsparumu taksoterui (Huang et al., 2016a; Wang et al., 2017b), plaučių ir 

krūties vėžio atsparumu doksorubicinui (Hassan et al., 2016; Kim et al., 

2015), glioblastomos ląstelių atsparumu 5-FU, OxaPt, cisplatinai (Yu et al., 

2016a); NOTCH2 – kepenų vėžio ląstelių atsparumu 5-FU (Capodanno et 

al., 2018; Wu et al., 2016a); NOTCH3 – plaučių vėžio atsparumu taksoterui 

(He et al., 2017), urotelio ir kiaušidžių vėžio atsparumu cisplatinai (Zhang et 

al., 2017b; McAuliffe et al., 2012), kiaušidžių vėžio atsparumu karboplatinai 

(Gupta et al., 2013; Park et al., 2010). Pastebėta, kad aktyvus Notch 

signalinis kelias gali lemti ABCC1 lygio padidėjimą bei slopinti nuo p53 

priklausomą apoptozę (Kim et al., 2015; Stylianou et al., 2006). Kaip teigia 

Mungamuri et al. šį apoptozės slopinimą NICD1 gali vykdyti per nuo 

PI3K/AKT/PKB, mTOR ir eIF4E priklausomą kelią sutrikdydamas p53 

fosforilinimą bei pernašą į branduolį (Mungamuri et al., 2006). 

Su vėžio ląstelių atsparumo chemoterapiniams vaistams padidėjimu taip 

pat gali būti siejami ir padidėję Notch ligandų kiekiai: JAG1 ir DLL4 – su 

krūties ir kiaušidžių vėžio ląstelių atsparumu taksoterui (Steg et al., 2011; 

Wang et al., 2017a); JAG2 – kolorektalinio vėžio atsparumu doksorubicinui 

(Vaish et al., 2017). Taip pat žinoma, kad HES1 baltymo kiekio padidėjimas 

kepenų ir kolorektalinio vėžio atveju susijęs su atsparumu 5-FU (Capodanno 

et al., 2018; Sun et al., 2017b) bei kepenų vėžio atsparumu gemcitabinui 

(Cao et al., 2015). Tai gali vykti dėl HES1 skatinamo epitelio-mezenchimos 

virsmo bei ABCB1, ABCC1 ir ABCC2 raiškos (Sun et al., 2017b). Neigiamo 

Notch signalinio kelio reguliatoriaus NUMBL lygio sumažinimas naudojant 

shRNR padidina HeLa ląstelių atsparumą irinotekanui, 5-FU, gemcitabinui ir 

taksoterui (Garcia-Heredia et al., 2016). Tuo tarpu NUMB gali sudaryti 

kompleksą su p53 ir MDM2, tokiu būdu sumažindamas p53 ubikvitilinimą ir 

suskaidymą (Colaluca et al., 2008).  

Notch signalinio kelio aktyvumą keičiantys junginiai. Notch signalinio 

kelio slopinimui naudojami γ-sekretazės slopikliai (RO4929097, DAPT,  

LY-3039478, LY-450139, LY-411575, LY-900009, BMS-299897,  

BMS-708163, BMS-906024, PF-03084014, MK-0752, GSI-18, GSI-136, 

GSI-953, MRK003), ADAM slopikliai (TAPI-1, GI254023X, INCB7839, 

XL784), ligando receptoriaus sąveiką slopinantys junginiai (tirpus NOTCH1 

ektodomenas, NOTCH1-EGF11-13-Fc, DLL4-Fc, DLK1, N110-24, N11-13, 

monokloniniai antikūnai saviti NOTCH1 OMP52M51, NOTCH2/3  

OMP-59R5, DLL4 OMP21M18, YW152F, REGN421, REGN1035) bei 
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transkripcijos komplekso slopikliai (IMR1, SAHM1) (Tamagnone et al., 

2018; Venkatesh et al., 2018; Yuan et al., 2015b; Kumar et al., 2016). 

1.4 Autofagija 

Autofagija – tai procesas, kurio metu dalis citoplazmos yra nukreipiama 

suskaidymui lizosomose (Galluzzi et al., 2017a). Priklausomai nuo 

suskaidomų medžiagų ir jų patekimo į lizosomas būdo išskiriami trys 

autofagijos tipai: nuo šaperonų priklausoma autofagija, mikroautofagija ir 

makroautofagija (Li et al., 2012). Nuo šaperonų priklausomai autofagijai 

būdingas tiesioginis KFERQ motyvus turinčių citoplazminių baltymų 

patekimas į lizosomų vidų dalyvaujant HSPA8 ir LAMP2A baltymams. Tuo 

tarpu mikroautofagijos metu įlinksta lizosomų membrana ir į jų vidų 

įtraukiami įvairesni substratai. Iš visų autofagijos tipų geriausiai apibūdinta 

makroautofagija (toliau vadinama autofagija) – dvisluoksnei membranai 

apsupus organeles bei dalį citoplazmos susidaro autofagosomos, kurioms 

susiliejus su lizosomomis – autolizosomos (Galluzzi et al., 2017a). 

Autofagija dalyvauja ląstelės homeostazės palaikyme. Daugumai ląstelių 

būdinga konstitutyvi bazinė autofagija, kurios metu pašalinami ilgai 

gyvuojantys baltymai, baltymų agregatai bei senos prasčiau veikiančios 

organelės (Lippai ir Szatmari, 2017; Yin et al., 2016; La Rovere et al., 

2016). Manoma, kad ląstelės augimui palankiomis sąlygomis bazinė 

autofagija katabolizuoja apie 1 – 1,5% ląstelės baltymų per valandą (Simon 

et al., 2017). 

Ląstelės geba labai greitai reaguoti į stresą ir padidinti autofagijos 

intensyvumą (Lippai ir Szatmari, 2017). Tai užtikrinama ląstelėje nuolat 

sintetinant baltymus, kurie sudaro autofagijos indukcijai ir izoliuojančių 

membranų augimui svarbius kompleksus ULK1/2-ATG13-ATG101-FIP200 

(ULK kompleksas) ir VPS34-p150-BECLIN1-ATG14L (PI3KC3-C1 

kompleksas). Ląstelės augimui palankiomis sąlygomis šių kompleksų 

aktyvumas slopinamas: 1) mTOR-RAPTOR-mLST8-PRAS40-DEPTOR 

kompleksas (mTORC1 kompleksas) per RAPTOR baltymą sąveikauja su 

ULK kompleksu ir fosforilina ULK1/2 bei ATG13 (Antonioli et al., 2017; 

Chandra et al., 2016; Mercer et al., 2018); 2) PI3KC3-C1 kompleksas negali 

susidaryti, nes BECLIN1 yra surišamas susidarant jo kompleksams su 

BCL2, BCLxL, MCL1 arba BIM baltymu (Antonioli et al., 2017). Taip pat 

žinoma, kad mTORC1 kompleksas fosforilina TFEB ir tokiu būdu skatina 

šio transkripcijos veiksnio sąveiką su 14-3-3 baltymais bei sulaikymą 
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1.4 lentelė. Autofagijos indukcijai svarbių streso aktyvuojamų baltymų pavyzdžiai 

Baltymai Stresas Mechanizmai 

TSC1/2 

DNR pažaidos, 

ROS, hipoksija, 

augimo 

veiksnių, ATP, 

aminorūgščių 

trūkumas 

Aktyvus TSC1/2 skatina mTORC1 komplekso veikimui reikalingo 

RHEB-GTP virsmą į RHEB-GDP, todėl mTORC1 kompleksas 

slopinamas (Simon et al., 2017; Chandra et al., 2016). 

AMPK 

ATP trūkumas, 

hipoksija, ROS, 

DNR pažaidos 

Aktyvi AMPK fosforilina: 1) ULK1/2 bei TSC2, tokiu būdu 

padidina jų aktyvumą (Pietrocola et al., 2013; Paquette et al., 2018); 

2) RAPTOR ir taip slopina mTORC1 kompleksą (Chandra et al., 

2016); 3) BECLIN1, tokiu būdu skatina PI3KC3-C1 komplekso 

susirinkimą ir pritraukimą prie izoliuojančių membranų (Chandra et 

al., 2016; Antonioli et al., 2017). 

AMBRA1 

Maisto 

medžiagų 

trūkumas 

Kai yra maisto medžiagų, mTORC1 fosforilina ir slopina 

AMBRA1. Trūkstant maisto medžiagų AMBRA1 defosforilinamas 

ir skatina nuo TRAF6 priklausomą ULK bei nuo CULLIN4 

priklausomą PI3KC3-C1 komplekso ubikvitilinimą. Tai padidina 

šių kompleksų stabilumą ir skatina autofagiją (Zachari ir Ganley, 

2017). 

HIF1 Hipoksija 

Esant hipoksijai mažėja HIF1α skaidymas. HIF1 skatina BNIP3, 

REDD1 raišką. BNIP3 sąveikauja su: 1) RHEB ir slopina mTOR 

(Paquette et al., 2018); 2) BCL2 bei skatina BCL2-BECLIN1 

komplekso disociaciją ir BECLIN1 įjungimą į PI3KC3-C1 

kompleksą (Lippai ir Szatmari, 2017). REDD1 slopina TSC2 

sąveiką su 14-3-3 baltymais ir taip skatina TSC2 aktyvumą (Tan ir 

Miyamoto, 2016). 

PARP1 DNR trūkiai 

Prie DNR trūkių jungiasi PARP1, kuri naudodama NAD+ poli-

APD-ribozilina baltymus ir tokiu būdu pažymi DNR pažaidos vietą. 

Taip pat poli-ADP-ribozilinima heksokinazė ir slopinama glikolizė. 

Esant daug pažaidų labai sumažėja NAD+ bei ATP kiekiai, o tai 

aktyvuoja AMPK (Dianov, 2011; Simon et al., 2017; Eliopoulos et 

al., 2016). 

ATM  
DNR trūkiai, 

ROS, hipoksija  

Dvigrandininių DNR trūkių vietose prie DNR galų prisijungia MRN 

kompleksas, kuris skatina ATM autofosforilinimą ir aktyvaciją. p-

ATM: 1) fosforilina CHK2, kuris fosforilina ir aktyvuoja p53; 2) 

aktyvuoja su RNR polimeraze II sąveikaujantį baltymą CHE-1, 

kuris skatina mTOR slopinančių baltymų REDD1 ir DEPTOR 

raišką (Eliopoulos et al., 2016; Simon et al., 2017). 

ROS oksiduoja citoplazmoje esantį ATM ir skatina jo dimerizaciją. 

Šis ATM dimeras aktyvuoja AMPK (Eliopoulos et al., 2016). 

JNK1 

Maisto 

medžiagų 

trūkumas, DNR 

pažaidos 

Esant maisto medžiagų trūkumui fosforilina BCL2 bei BIM, todėl 

suyra BCL2-BECLIN1 arba BIM-BECLIN1 kompleksai (Bento et 

al., 2016). Esant genotoksiniam stresui fosforilina ir stabilizuoja 

p53 (Chandra et al., 2016; Zachari ir Ganley, 2017).  

p53 DNR pažaidos 

Aktyvus p53 skatina AMPK, TSC2, DAPK, SESN1/2 raišką (Simon 

et al., 2017; Eliopoulos et al., 2016; Feng et al., 2007; Mrakovcic ir 

Frohlich, 2018). SESN1/2 baltymai aktyvuoja AMPK (Simon et al., 

2017). 

DAPK 

ROS, 

endoplazminio 

tinklo stresas 

Aktyvi DAPK: 1) fosforilina BECLIN1 ir taip skatina BCL2-

BECLIN1 komplekso disociaciją (Antonioli et al., 2017); 

2) aktyvuoja PKD, kuri fosforilina VPS34 ir taip skatina 

autofagosomų formavimąsi (Lippai ir Szatmari, 2017).  
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citoplazmoje (Paquette et al., 2018; Chandra et al., 2016; Fullgrabe et al., 

2016). Kai mTORC1 kompleksas slopinamas, vyksta TFEB defosforilinimas 

ir migracija į branduolį, kur jis skatina autofagijai svarbių (pavyzdžiui, 

UVRAG, WIPI, MAPLC3B, SQSTM1, VPS11, VPS18, ATG9B) bei lizosomų 

biogenezei svarbių genų (pavyzdžiui, lizosomų hidrolazes koduojančių genų 

ASAH1, GAA, GBA, GLA, GLB1, IFI30, PLBD2, SCPEP1, TPP1; lizosomų 

membraninius baltymus koduojančių genų CTNS, CLN3, MCOLN1, 

LAMP1) raišką (Settembre et al., 2011; Palmieri et al., 2011). Kai kurie 

mechanizmai, kuriais ląstelės stresas aktyvuoja ULK ir PI3KC3-C1 

kompleksus apžvelgti 1.4 lentelėje ir grafiškai pavaizduoti 1.6 pav. 

 
1.6 pav. Autofagijos indukcija. Pagal (Simon et al., 2017; Chandra et al., 2016; Fullgrabe et 

al., 2016; Pietrocola et al., 2013; Paquette et al., 2018; Antonioli et al., 2017; Zachari ir 

Ganley, 2017; Lippai ir Szatmari, 2017; Tan ir Miyamoto, 2016; Dianov, 2011; Eliopoulos et 

al., 2016; Feng et al., 2007; Mrakovcic ir Frohlich, 2018; Bento et al., 2016) 

Autofagosomų formavimasis ir brendimas. Streso signalai lemia 

mTORC1-ULK disociaciją, po kurios vyksta ULK komplekso 

autofosforilinimas, aktyvacija bei lokalizacija į vietas, kuriose prasideda 

izoliuojančių membranų formavimasis (1.7 pav.). Šiuo metu manoma, kad 

izoliuojančių membranų lipidai gali būti kilę iš plazminės, endoplazminio 

tinklo, Goldžio komplekso, mitochondrijų arba endosomų membranų (Dikic 

ir Elazar, 2018; Kruppa et al., 2016). Aktyvus ULK kompleksas toliau 

fosforilina daugybę taikinių, pavyzdžiui: 1) kartu su SRC fosforilina 

transmembraninį baltymą ATG9 ir skatina ATG9 turinčių pūslelių 

pritraukimą į autofagijos iniciacijos sritis; 2) AMBRA1, taip sumažina 
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PI3KC3-C1 komplekso sąveiką su ląstelės citoskeletu ir galimai skatina šio 

komplekso translokaciją prie izoliuojančių membranų; 3) BECLIN1, 

ATG14L ir skatina PI3KC3-C1 komplekso aktyvumą; 4) p62 ir skatina 

selektyvią autofagiją (Zachari ir Ganley, 2017; Mercer et al., 2018). 

Aktyviam PI3KC3-C1 kompleksui fosforilinant izoliuojančiose 

mebranose esantį fosfatidilinozitolį susidaro fosfatidilinozitolio 3-fosfatas 

(PI3P) (Mercer et al., 2018). Susidarius PI3P sankaupoms membrana 

išlinksta bei pritraukiami su PI3P sąveikaujantys baltymai DFCP1, ALFY 

(skatina baltymų agregatams selektyvią autofagiją), WIPI1-4 (skatina 

izoliuojančių membranų augimui svarbių kitų baltymų pritraukimą; 

pavyzdžiui, per WIPI4 pritraukiamas ATG2A, o per WIPI2 pritraukiamas 

ATG16L1 kompleksas su ATG5-ATG12 konjugatu bei ATG3 ir ATG7 

baltymai) (Mercer et al., 2018; Bento et al., 2016; Molino et al., 2017).  

Izoliuojančių membranų augimui reikia dviejų konjugacinių sistemų. 

Pirmoji vykdo ATG12 konjugaciją – ATG12 C galo glicino karboksigrupė 

aktyvinama dalyvaujant ATP ir susidarant tioesteriniui ryšiui su ATG7 

cisteinu. Nuo ATG7 cisteino ATG12 yra pernešamas ant ATG10 cisteino, 

kol galiausiai per izopeptidinį ryšį ATG12 prijungiamas prie ATG5 lizino 

(Nakatogawa, 2013). Antroji konjugacinė sistema vykdo LC3/GABARAP 

(LC3A-C, GABARAP, GABARAPL1-2) baltymų prijungimą prie 

izoliuojančios membranos fostatildiletanolamino (PE) (Lippai ir Szatmari, 

2017; Martens et al., 2016; Mercer et al., 2018). Prieš konjugaciją pro-LC3 

baltymai yra kerpami cisteino proteazės ATG4B tokiu būdu susidarant  

LC3-I formai, kurios C gale yra glicinas (Tsapras ir Nezis, 2017). Šio glicino 

karboksigrupę aktyvina ATG7, kuris perneša LC3-I ant ATG3, kol galiausiai 

dalyvaujant ATG5-ATG12 konjugato ir ATG16L1 kompleksui LC3-I sudaro 

amidinį ryšį su PE (Nakatogawa, 2013; Antonioli et al., 2017). Tokiu būdu 

LC3-PE (toliau vadinamas LC3-II forma) prijungiamas prie abiejų 

izoliuojančios membranos pusių ir manoma gali veikti izoliuojančios 

membranos tolimesnį augimą ir autofagosomos užsidarymą (Mercer et al., 

2018; Lippai ir Szatmari, 2017). LC3-II taip pat labai svarbus autofagijos 

selektyvumui – prie jo jungiasi įvairūs autofagijos receptoriai, pavyzdžiui: 

1) p62 sąveikauja su ubikvitilintais substratais ir skatina baltymų agregatų, 

nukleorūgščių, tarpinių kūnelių bei bakterijų autofagiją; 2) NDP52 – 

mitochondrijų ir nukleorūgščių autofagiją; 3) FAM134B – endoplazminio 

tinklo autofagiją (Khaminets et al., 2016). 

Autofagosomoms užsidarius toliau vyksta jų brendimas – prie išorinės 

membranos pusės pritraukiami autofagosomų judėjimui link lizosomų  

 



37 

 

 

 
1.7 pav. Autofagosomų formavimasis ir brendimas. Pagal (Simon et al., 2017; Dikic ir 

Elazar, 2018; Lippai ir Szatmari, 2017; Tsapras ir Nezis, 2017; Bento et al., 2016) 

(FYCO1, RAB7, RIPL) bei autofagosomų susiliejimui su lizosomomis 

svarbūs baltymai (STX17, SNAP29, PLEKHM1, VPS34-p150-BECLIN1-

UVRAG kompleksas) (Dikic ir Elazar, 2018; Lippai ir Szatmari, 2017; 

Antonioli et al., 2017). Manoma, kad kai kurie susiliejimui su lizosomomis 

svarbūs baltymai gali atkeliauti iš ankstyvųjų ir/arba vėlyvųjų endosomų – 

šioms susiliejus su autofagosomoms ir susidarius hibridinėms pūslelėms 
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amfisomoms (Lippai ir Szatmari, 2017). Taip pat pastebėta, kad 

autofagosomų brendimo metu ATG4B katalizuoja LC3-II pašalinimą nuo 

išorinės membranos pusės (Tsapras ir Nezis, 2017). Visgi, nesutariama 

kuriame tiksliai autofagosomų brendimo etape tai vyksta. 

Galiausiai įvyksta autofagosomų/amfisomų išorinės membranos 

susiliejimas su lizosomomis susidarant autolizosomoms. Čia lizosomų 

hidrolazės suskaido vidinę autofagosomų membraną bei autofagosomų 

turinį. Skaidymo metu susidarę metabolitai permeazių pagalba grąžinami į 

citoplazmą (Lippai ir Szatmari, 2017; Kruppa et al., 2016). Kadangi prie 

vidinės autofagosomų membranos pusės prijungtas LC3-II formos baltymas 

suskaidomas tik po susiliejimo su lizosomomis, šis baltymas dažnai 

naudojamas kaip autofaginių membranų/autofagosomų žymuo. 

Autofagija ir Wnt signalinis kelias. Atlikus bioinformatinę su 

autofagija susijusių kinazių analizę pastebėta, kad dauguma jų susiję su Ca
2+

 

signalu, Wnt bei mTOR signaliniais keliais (Yang et al., 2014b). 2010 

metais Gao et al. parodė, kad autofagija neigiamai reguliuoja Wnt signalinį 

kelią – trūkstant maisto medžiagų pVHL ubikvitilintas DVL2 baltymas 

sąveikauja su autofagijos adaptoriniu baltymu p62, per kurį DVL2 

įtraukiamas į autofagosomas bei suskaidomas šioms susiliejus su 

lizosomomis (Gao et al., 2010). Be to, nustatyta, kad Wnt/β-katenino 

signalinio kelio slopinimas glioblastomos ląstelėse lemia p62 lygio ir 

autofagijos srauto padidėjimą (Nager et al., 2018). Vienas iš būdų kaip Wnt 

signalinis kelias gali veikti autofagiją yra nuo GSK3 priklausomas mTORC1 

komplekso aktyvumo reguliavimas, kuris priklausomai nuo ląstelių tipo bei 

konteksto gali būti teigiamas (Azoulay-Alfaguter et al., 2015; Karyo et al., 

2010; Shin et al., 2011) arba neigiamas (Inoki et al., 2006; Gulen et al., 

2012; Huang et al., 2009a; Suzuki et al., 2013). Pavyzdžiui, Azoulay-

Alfaguter et al. nustatė, kad GSK3 raiškos padidinimas MCF-7 ląstelėse 

skatina mTORC1 aktyvaciją bei nuo mTORC1 nepriklausomą autofagijos 

srauto ir lizosomų rūgštumo sumažėjimą (Azoulay-Alfaguter et al., 2015). 

Tuo tarpu Inoki et al. teigia, kad nesant Wnt signalo, GSK3β gali fosforilinti 

TSC2 ir tokiu būdu slopinti mTORC1 (Inoki et al., 2006).  

Autofagija ir Notch signalinis kelias. Autofagija slopina Notch signalinį 

kelią keliais būdais – nuo ATG16L1 priklausomu keliu suskaido nekirptus 

Notch receptorius (Wu et al., 2016b) bei lemia citoplazminio NICD 

suskaidymą nuo p62 priklausomu keliu (Jia et al., 2014). ATG4A gali turėti 

ir nuo autofagijos nepriklausomų funkcijų – skrandžio vėžio ląstelėse skatina 

HES1 raiškos padidėjimą ir epitelio-mezenchimos virsmą (Yang et al., 

2016b). Tuo tarpu NOTCH/NICD gali teigiamai arba neigiamai veikti 
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autofagiją. Treg ląstelėse pastebėta, kad NICD1 gali sudaryti kompleksus su 

BECLIN1 bei ATG14 ir tokiu būdu skatinti autofagiją (Sarin ir Marcel, 

2017). Plaučių vėžio ląstelėse NOTCH3 nutildymas siRNR sumažina LC3-II 

baltymo lygį (Ma et al., 2016). Panašūs rezultatai stebimi ir podocituose, kur 

Notch signalinio kelio slopinimas γ-sekretazės slopikliu DAPT slopina 

autofagiją (Zhang et al., 2017a). Tuo tarpu gliomos ląstelėse NOTCH1 

siejamas su autofagijos slopinimu nuo STAT3, AKT ir mTOR priklausomais 

keliais (Zou et al., 2015; Wang et al., 2018). Čia NOTCH1 raiškos 

sumažinimas shRNR padidina LC3-II ir BECLIN1 baltymų lygius (Yao et 

al., 2015). Panašios tendencijos stebimos ir glioblastomos ląstelėse, kur 

Notch signalinio kelio slopinimas γ-sekretazės slopikliu MRK003 siejamas 

su LC3-II baltymo lygio padidėjimu, o autofagijos slopinimas CQ – su 

MRK003 citotoksiškumo padidėjimu (Natsumeda et al., 2016). Taip pat 

pastebėta, kad presenilino 1 delecija arba su paveldima Alzhaimerio liga 

susijusios jo mutacijos slopina autofagiją sutrikdydamos lizosomų 

rūgštėjimą (Duggan ir McCarthy, 2016). 

Autofagijos svarba kolorektalinio vėžio vystymesi. Priklausomai nuo 

vėžio stadijos autofagija slopina arba skatina naviko vystymasi. Ankstyvose 

vėžio stadijose autofagija apsaugo ląsteles nuo vėžinės transformacijos – 

užtikrina genomo stabilumą, pašalina pažeistas organeles, baltymų 

agregatus, onkogenus, sukelia nuo onkogenų priklausomą ląstelės senėjimą 

ir žūtį (Burada et al., 2015; Galluzzi et al., 2015). Tuo tarpu vėlesnėse vėžio 

stadijose autofagija skatina naviko augimą – padidina ląstelių atsparumą 

hipoksijai, maisto medžiagų trūkumui bei terapijai (Galluzzi et al., 2015). 

Padidėjęs LC3-II baltymo kiekis siejamas su kolorektalinio vėžio 

agresyvumu ir mažesniu jautrumu terapijai. Be to, su mažesniais šansais 

išgyventi siejama padidėjęs ATG10 baltymo kiekis, ATG5 mutacijos arba 

sumažėjęs baltymo kiekis (Burada et al., 2015; Marinkovic et al., 2018). 

Autofagija ir atsparumas chemoterapiniams vaistams. Autofagijos 

slopinimas padidina vėžinių ląstelių jautrumą terapijai: 1) ATG7 arba 

BECLIN1 siRNR – stemplės vėžio ląstelių jautrumą 5-FU (O'Donovan et 

al., 2011); 2) CQ – endometriumo vėžio ląstelių jautrumą cisplatinai 

(Fukuda et al., 2015); 3) HCQ – neuroblastomos jautrumą doksorubicinui ir 

vinkristinui (Belounis et al., 2016); 4) BECLIN1 siRNR arba CQ – 

kolorektalinio vėžio ląstelių jautrumą OxaPt (Selvakumaran et al., 2013). 

Taip pat žinoma, kad padidėjęs BECLIN1 baltymo kiekis kolorektalinių 

karcinomų atveju siejamas su mažesniu 5-FU efetyvumu ir prastesniu 

pacientų išgyvenamumu (Park et al., 2013). 
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Autofagijos moduliatoriai. Autofagijos slopinimui gali būti naudojami 

AMPK slopikliai (dorsomorphin), ULK1 slopikliai (SBI-0206965, 

MRT68921, MRT67307), lizosomų funkcijas sutrikdantys junginiai (CQ, 

HCQ, BafA1, Lys05), ATG4B slopikliai (NSC185058). Autofagijos 

indukcijai dažniausiai naudojami mTORC slopikliai (RAD-001, 

rapamicinas, CCI-779) arba AMPK aktyvikliai (metforminas) (Galluzzi et 

al., 2017b; Bhat et al., 2018). 
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2. MEDŽIAGOS IR METODAI 

2.1 Gaminamų buferių sudėtis 

PBS – buferinis druskų tirpalas (pH 7,3), kuriame yra 171,1 mM NaCl, 

3,35 mM KCl, 1,84 mM KH2PO4 ir 10,14 mM Na2HPO4. Ruošiamas ddH2O. 

Autoklavuojamas.  

DPBS – buferinis druskų tirpalas (pH 7,3), kuriame yra 136,9 mM NaCl, 

2,68 mM KCl, 1,47 mM KH2PO4, 8,12 mM Na2HPO4, 0,9 mM CaCl2 ir 

0,83 mM MgSO4. Ruošiamas ddH2O. Autoklavuojamas. 

EDTA tirpalas – 0,985 mM EDTA (Sigma) tirpalas PBS buferyje. 

Tripsino tirpalas – iš kiaulių kasos išskirtas tripsinas (Sigma) ištirpintas 

EDTA tirpale (0,5 mg/mL). 

RIPA – ląstelių lizės buferis: 50 mM Tris–HCl (pH 7,4), 150 mM NaCl, 

1 mM EDTA, 1% natrio deoksicholato, 0,1% NDS, 1% Triton X-100, 

peptidazių slopiklių mišinio (Sigma). 

NDS elektroforezės buferis: 24,76 mM Tris (Roth), 191,8 mM glicino 

(Roth), 3,47 mM NDS. 

Pusiau sauso pernešimo buferis: 48 mM Tris (Roth), 39 mM glicino 

(Roth), 1,3 mM NDS, 15% izopropanolio. 

TBS/T buferis: 50 mM Tris (pH 8,0), 150 mM NaCl, 0,05 % Tween 20 

(Roth). 

2.2 Ląstelių linijos 

HCT116 (ATCC® CCL-247
TM

) – žmogaus kolorektalinės karcinomos 

ląstelių linija, kuri inicijuota iš Dukes‘ D stadijos pirminio naviko. Šios 

linijos ląstelės auga prisitvirtinusios prie augimo indo paviršiaus, pasižymi 

epiteline morfologija bei priskiriamos CMS1 kolorektalinio vėžio subtipui 

(Frejno et al., 2017; Linnekamp et al., 2018). Ląstelių genomui būdingas 

mikrosatelitų nestabilumas, aukštas promotorių CpG salų metilinimo 

laipsnis, BRAF
wt

, KRAS
wt/G13D

, PIK3CA
wt/H1047R

, PTEN
wt

, TP53
wt

 (Ahmed et 

al., 2013). 

HCT116/FU ląstelių sublinija išvesta iš HCT116 ląstelių jas kultivuojant 

terpėje turinčioje 5-FU bei pamažu didinant šio vaisto koncentraciją (nuo 

10 μM iki 100 μM) metus laiko, kol ląstelės įgijo stabilų atsparumą 5-FU. 

HCT116/OXA ląstelių sublinija išvesta iš HCT116 ląstelių jas kultivuojant 

terpėje turinčioje OxaPt ir pamažu didinant šio vaisto koncentraciją (nuo 

1 μM iki 20 μM) 9 mėnesius, kol ląstelės įgijo stabilų atsparumą OxaPt. 

Šios ląstelių linijos kultivuojamos RPMI 1640 terpėje (Biochrom AG), 

turinčioje 10% negimusio veršelio serumo (NVS) (Biochrom AG), 2 mM 
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glutamino (kartą per dvi savaites) (Sigma), 0,11 mM gentamicino (Roth), 

+37°C temperatūroje ir 5% CO2 bei 95% drėgmės atmosferoje. Ląstelės 

atkeliamos nuo augimo indo paviršiaus tripsino tirpalu. Tripsinas 

neutralizuojamas RMPI 1640 terpe su 10% NVS. Atkilusios ląstelės 

surenkamos į centrifuginį mėgintuvėlį ir centrifuguojamos 1000×g 7 min, 

kambario temperatūroje. Ląstelių nuosėdos suspenduojamos šviežioje terpėje 

ir išpilstomos į kultivavimo indus praskiedžiant 5-10×. Ląstelių augimas 

stebimas invertuotu optiniu mikroskopu Olympus. Kai sėjama 

eksperimentams, ląstelės skaičiuojamos naudojant Biurkerio kamerą. 

2.3 Citotoksiniai preparatai ir slopikliai 

Šiame darbe naudotas chemoterapinis vaistas 5-FU (50 mg/mL, Accord 

Healthcare) laikomas kambario temperatūroje, o OxaPt (5 mg/mL, Accord 

Healthcare) – +4°C. Fotosensibilizatorius mTHPC (5,10,15,20-tetrakis-

(mezo-tetrahidroksifenil)-chlorinas) ištirpintas 96% etanolyje (1 mg/mL) ir 

laikomas tamsoje –20°C. γ-sekretazės slopiklis RO4929097 (RO, 

Selleckchem) ištirpintas DMSO (0,5 mg/mL), laikomas –20°C. Tankirazių 

slopiklis XAV939 (XAV, Selleckchem) ištirpintas DMSO (6,2462 mg/mL), 

laikomas –20°C arba –70°C. Autofagosomų skaidymą sutrikdantis slopiklis 

chlorokvino difosfatas (CQ, Sigma) ištirpintas ddH2O (10 mg/mL), 

perfiltruotas ir laikomas –20°C.  

Kai to reikia, citotoksiniai preparatai ir slopikliai praskiedžiami 

RPMI 1640 terpėje (prieš pat naudojimą).  

2.4 Ląstelių inkubacija su 5-FU arba OxaPt 

2.4.1 Monosluoksnio eksperimentai 

 
2.1 pav. Monosluoksniu kultivuojamų ląstelių inkubacijos su chemoterapiniais vaistais 

eksperimentų schemos. A, eksperimento schema tiriant Wnt arba Notch signalinio kelio 

aktyvaciją. B, eksperimento schema tiriant chemoterapinių vaistų įtaką autofagijai. Slopiklių 

dozės: 15 μM XAV, 5 μM RO, 30 μM CQ. 

Monosluoksnio eksperimentams ląstelės sėjamos į 12, 24, 48 šulinėlių 

plokšteles bei lėkšteles, kurių auginimo paviršius 9,4 arba 21,5 cm
2
 (Thermo 

Scientific). Eksperimentams ląstelės sėjamos šiais tankiais: HCT116 – 

1,0×10
5
 ląstelių/mL, HCT116/FU – 2,0×10

5
 ląstelių/mL, HCT116/OXA – 

1,5×10
5
 ląstelių/mL. Praėjus 48 val. nuo ląstelių užsėjimo ląstelės 

paveikiamos 5-FU (0,03 – 3 mM) arba OxaPt (0,01 – 0,6 mM). Jeigu 

nurodyta, ląstelės paveikiamos slopikliais: 15 μM XAV arba 5 μM RO 
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24 val. prieš vaisto pridėjimą; 30 μM CQ 4 val. iki baltymų surinkimo 

(autofagijos srauto įvertinimui). Ląstelių gyvybingumas vertinamas KV arba 

MTT metodais praėjus 48 val. po poveikio vaistu. Ląstelės surenkamos genų 

raiškos vertinimui praėjus 24 val., o baltymų raiškos vertinimui – praėjus 

48 val. po 5-FU arba OxaPt poveikio (eksperimentų schemos pateikti 

2.1 pav.). 

2.4.2 Daugialąstelinių sferoidų eksperimentai 

Daugialąstelinių sferoidų iniciacijai ląstelės sėjamos į plokščiadugnes 

96 šulinėlinėlių plokšteles (TPP), kurių dugnas padengtas steriliu 1,4% 

agarozės (Sigma) tirpalu RPMI 1640 terpėje be NVS. Eksperimentams 

ląstelės sėjamos šiais tankiais: HCT116 – 3750 ląstelių/mL, HCT116/FU – 

4750 ląstelių/mL, HCT116/OXA – 4250 ląstelių/mL. Į šulinėlį pilama po 

200 μL ląstelių suspensijos. Užsėjus plokštelė centrifuguojama 1000×g 

15 min, kambario temperatūroje. Ląstelės nesėjamos į 96 šulinėlių plokštelės 

A ir H eilutes bei 1 ir 12 stulpelius. Šie šulinėliai užpildomi steriliu dH2O 

tokiu būdu sukuriant „vandens barjerą“, kuris apsaugo eksperimentams 

naudojamus šulinėlius nuo terpės nugaravimo (šulinėlių padengimo salygos 

ir ląstelių sėjimo tankiai optimizuoti pagal (Friedrich et al., 2009)). 

Praėjus 96 val. po ląstelių sėjimo susiformavę sferoidai fotografuojami 

naudojant invertuotą mikroskopą Nikon ECLIPSE TS100, turintį 

Lumenera’s INFINITY1-1M kamerą. Sferoidų tūris įvertinamas nuotraukas 

apdorojant SpheroidSizer programa, parašyta MATLAB programinei įrangai 

(Chen et al., 2014). Eksperimentams pasirenkami tik taisyklingos formos 

sferoidai (Zanoni et al., 2016), kurių tūris 0,0210±0,0012 mm
3
.  

 
2.2 pav. Sferoidų inkubacijos su chemoterapiniais vaistais eksperimentų schema. 
Slopiklių dozės: 1 arba 5 μM XAV, 1 μM RO.  

Eksperimentams atrinktuose šulinėliuose iškart pakeičiama pusė ląstelių 

kultivavimo terpės: kontroliniams sferoidams atsargiai užpilama po 100 μL 

šviežios RPMI terpės su 10% NVS; 5-FU arba OxaPt paveikiamiems 

sferoidams – po 100 μL terpės turinčios tokius vaistų kiekius, kad galutinė 

koncentracija šulinėlyje būtų 1 – 30 μM 5-FU arba 0,6 – 30 μM OxaPt. Kai 

nurodyta, ant sferoido užpilamoje terpėje būna toks slopiklio kiekis, kad 

galutinė slopiklio koncentracija šulinėlyje būtų 1 μM RO; 1 arba 5 μM 

XAV. Praėjus 72 val. po vaisto pridėjimo pakeičiama pusė šulinėlyje 
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esančios terpės arba sferoidai surenkami baltymo raiškos vertinimui. Praėjus 

120 val. po vaisto pridėjimo įvertinami santykiniai sferoidų tūriai 

(eksperimento schema pateikta 2.2 pav.). 

2.5 Ląstelių inkubacija su mTHPC 

Ląstelės eksperimentams užsėjamos į 6 šulinėlių plokšteles bei lėkšteles, 

kurių auginimo paviršius yra 9,2 arba 22,1 cm
2
 (TPP). HCT116 ląstelės 

sėjamos 1,5×10
5
 ląstelių/mL, o HCT116/FU ląstelės – 3,0×10

5
 ląstelių/mL 

tankiu. Praėjus 48 val. po ląstelių užsėjimo nusiurbiama ląstelių kultivavimo 

terpė, o NVS likučiai pašalinami ląsteles 1× praplaunant PBS tirpalu. Tada 

ant ląstelių užpilama RMPI 1640 terpė (be NVS), kurioje yra 0,03 – 1 μg/mL 

mTHPC. Kai tiriamas mTHPC derinio su 5-FU poveikis, į 0,1 μg/mL 

mTHPC turinčią RPMI 1640 terpę be NVS papildomai pridedamas 

atitinkamas 5-FU kiekis (HCT116 ląstelėms 0,01 – 0,5 mM; HCT116/FU 

ląstelėms 0,1 – 10 mM). Ląstelės su mTHPC inkubuojamos 18 val. jas 

saugant nuo šviesos. Tada mTHPC turinti terpė nusiurbiama, o į ląstelių vidų 

nepatekęs mTHPC pašalinamas ląsteles 1× atsargiai praplovus PBS tirpalu. 

Po to užpilama šviežia RMPI 1640 terpė su 10% NVS ir ląstelės 30 – 270 s 

apšviečiamos diodiniu šviesos šaltiniu UNIMELA-1, kurio λ = 660 ± 5 nm, 

o šviesos intensyvumas ląstelių lygyje 16 W/m
2
. Praėjus 24 val. po ląstelių 

apšvietimo vertinamas ląstelių gyvybingumas dažant KV arba ląstelės 

surenkamos baltymų skyrimui (eksperimento schema pateikta 2.3 pav.). 

 
2.3 pav. Ląstelių inkubacijos su mTHPC eksperimentų schema. 4 val. prieš surenkant 

baltymus dalis ląstelių paveikiamos 30 μM CQ.  

2.6 Ląstelių transfekcija siRNR 

Ląstelės siRNR transfekcijai sėjamos: ląstelių gyvybingumo vertinimui – 

į 48 šulinėlių (Thermo Scientific) arba 96 šulinėlių juodas/skaidrias (Falcon) 

plokšteles; transfekcijos efektyvumo vertinimui – į 24 arba 12 šulinėlių 

plokšteles (Thermo Scientific). Ląstelės sėjamos antibiotikų neturinčioje 

RPMI 1640 terpėje su 10% NVS 2.1 lentelėje pateiktais tankiais. Praėjus 

24 val. po ląstelių užsėjimo ląstelės transfekuojamos į norimą transkriptą 

nutaikyta siRNR. 
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2.1 lentelė. Ląstelių sėjimo tankiai siRNR transfekcijos eksperimentams 

Ląstelių linija Ląstelių sėjimo tankis sėjant į  

0,75 – 3,8 cm2 šulinėlius 0,32 cm2 šulinėlius 

HCT116 1,5×105 ląstelių/mL 3000 ląstelių/šulinėliui 

HCT116/FU 2,5×105 ląstelių/mL 6000 ląstelių/šulinėliui 

HCT116/OXA 2,0×105 ląstelių/mL 4500 ląstelių/šulinėliui 

HES1 transkriptui savitos siRNR transfekcija. Kai siekiama sumažinti 

HES1 baltymo raišką, ląstelės transfekuojamos HES1 transkriptui savita 

siRNR (HES1 siRNR) arba siRNR, kuri nesavita jokiam žmogaus 

transkriptui (NT siRNR) (2.2 lentelė). Transfekcijos mišiniai paruošiami 

švelniai sumaišant 20 μL Opti-MEM terpėje (Thermo Fisher Scientific) 

praskiestos 3,6 pmol siRNR su 20 μL Opti-MEM terpėje praskiesto 0,6 μL 

Lipofectamine® RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific). Inkubuojama 

15 min kambario temperatūroje ir sulašinama po 40 μL į 0,75 cm
2
 auginimo 

ploto šulinėlį.  

ATG7 transkriptui savitos siRNR transfekcija. Kai siekiama sumažinti 

ATG7 baltymo raišką, ląstelės transfekuojamos ATG7 transkriptui savita 

siRNR (ATG7 siRNR) arba siRNR, kuri nesavita jokiam žmogaus 

transkriptui (NT siRNR) (2.2 lentelė). Transfekcijos mišiniai paruošiami 

švelniai sumaišant 5 μL Opti-MEM terpėje praskiestos 0,5 pmol siRNR su 

5 μL Opti-MEM terpėje praskiesto 0,15 μL Lipofectamine® RNAiMAX. 

Inkubuojama 15 min kambario temperatūroje ir sulašinama po 10 μL į 

0,32 cm
2
 auginimo ploto šulinėlį. 

2.2 lentelė. Transfekcijai naudotų siRNR sekos 

siRNR GeneBank Seka 

NK siRNR - 5‘-AGGUAGUGUAAUCGCCUUGUU(dTdT)-3‘ 

HES1 siRNR Y07572.1 5‘-CCACGUGCGAGGGCGUUAA(dTdT)-3‘ 

ATG7 siRNR NM_006395.2, 

NM_001136031.2, 

NM_001144912.1, 

NM_001349232.1, 

NM_001349233.1, 

NM_001349234.1, 

NM_001349235.1, 

NM_001349236.1, 

NM_001349237.1, 

NM_001349238.1 

5‘-GGAGUCACAGCUCUUCCUUUU(dTdT)-3‘ 

Praėjus 24 val. po ląstelių transfekcijos pakeičiama ląstelių kultivavimo 

terpė ir pridedama 5-FU (0,1 mM HCT116 ląstelėms; 1 mM HCT116/FU ir 

HCT116/OXA ląstelėms) arba OxaPt (0,03 mM HCT116 ir HCT116/FU 

ląstelėms; 0,3 mM HCT116/OXA ląstelėms). siRNR transfekcijos poveikis 

tikslinio baltymo kiekiui vertinamas po transfekcijos praėjus 48 val. Ląstelių 
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gyvybingumas vertinamas KV, MTT arba CTB metodu praėjus 48 val. po 

vaisto pridėjimo (eksperimento schema pateikta 2.4 pav.). 

 
2.4 pav. Ląstelių transfekcijos su siRNR eksperimentų schema. 

2.7 Ląstelių gyvybingumo testai 

2.7.1 Dažymas kristaliniu violetiniu (KV) 

Metodas pagrįstas kristalinio violetinio (N-[4-[bis[4-(dimetilamino)-

fenil]metilen]-2,5-cikloheksadien-1-ilidin]-N-metilmetanamino chlorido) 

dažo prisijungimu prie baltymų. Atšokusios negyvybingos ląstelės atsargiai 

nuplaunamos PBS arba 0,9% NaCl tirpalu. Likusios prie auginimo indo 

paviršiaus prikibusios ląstelės 10 min. fiksuojamos 96% etanoliu. 

Užfiksuotos ląstelės dažomos 0,05% kristalinio violetinio tirpalu 20% 

etanolyje. Po 30 min. prie baltymų neprisijungęs dažas pašalinamas ląsteles 

5–8× atsargiai praplaunant vandeniu. Prie baltymų prisijungęs dažas 

ištirpinamas 0,1% acto rūgšties tirpale 50% etanolyje. Spektrofotometru 

Asys UVM340 matuojama 8× praskiesto dažo sugertis A585. Kontrolinių 

ląstelių sugerties vidurkis prilyginamas 100% gyvybingumui, o ląstelių 

gyvybingumas po poveikio išreiškiamas procentais nuo kontrolinių ląstelių. 

2.7.2 MTT metodas 

Metodas pagrįstas mitochondrijų oksidoreduktazių aktyvumo matavimu. 

Jis įvertinamas pagal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromido 

(MTT; Sigma) redukcijos metu susidariusio violetinės spalvos produkto 1-

(4,5-dimetiltiazol)-3,5-difenilformazano kiekį. Ląstelės 1× praplaunamos 

DPBS tirpalu ir inkubuojamos su 0,1 mg/mL MTT tirpalu DPBS buferyje 

1 val. +37°C. Nusiurbius MTT tirpalą, gyvybingose ląstelėse susidaręs 

violetinis MTT redukcijos produktas eliuojamas izopropanoliu. 

Spektrofotometru Asys UVM340 matuojama tirpalo, kurį sudaro 7 dalys 

ištirpinto dažo ir 3 dalys izopropanolio, sugertis A570. Kontrolinių ląstelių 

sugerties vidurkis prilyginamas 100% gyvybingumui, o ląstelių 

gyvybingumas po poveikio išreiškiamas procentais nuo kontrolinių ląstelių. 

2.7.3 CTB metodas 

Metodas pagrįstas metaboliškai aktyviose ląstelėse vykstančia resazurino 

(7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-ono 10-oksido) redukcija į fluorescuojantį 

produktą resorufiną (7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-oną). Ląstelės auginamos 
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fluorescencijos matavimui tinkamose 96 šulinėlių juodose/skaidriose 

(Falcon) plokštelėse. Ląstelių gyvybingumo vertinimo metu į šulinėlius 

pridedama tiek CellTiter-Blue® (CTB, Promega) reagento, kad šio reagento 

ir ląstelių kultivavimo terpės santykis būtų 1:5. Su CTB ląstelės 

inkubuojamos 1 val. +37°C. Susidariusio resorufino fluorescencija 

sužadinama λsuž.=560 nm, matuojama λem.=590 nm fluorimetru Varioskan 

Flash. Kontrolinių ląstelių fluorescencijos vidurkis prilyginamas 100% 

gyvybingumui, o ląstelių gyvybingumas po poveikio išreiškiamas procentais 

nuo kontrolinių ląstelių. 

2.7.4 Santykinio sferoido tūrio įvertinimas 

Sferoidai fotografuojami praėjus 120 val. po vaisto pridėjimo naudojant 

invertuotą mikroskopą Nikon ECLIPSE TS100, turintį Lumenera’s 

INFINITY1-1M kamerą. Sferoidų tūris įvertinamas nuotraukas apdorojant 

SpheroidSizer programa. Kontrolinių sferoidų tūrių vidurkis prilyginamas 

100%, o sferoido tūris po poveikio išreiškiamas procentais nuo kontrolinių 

sferoidų. 

2.8 Ląstelių viduje susikaupusio mTHPC matavimas  

Ląstelių viduje susikaupusio mTHPC matavimui ląstelės užsėjamos į 

6 šulinėlių plokšteles (TPP) ir inkubuojamos tamsoje su 0,1 μg/mL mTHPC 

kaip aprašyta 2.5 skyriuje. Praėjus 18 val. nuo inkubacijos pradžios į ląstelės 

vidų nepatekęs mTHPC pašalinamas ląsteles 1× praplaunant PBS tirpalu ir 

užpilant RMPI 1640 terpės su 10% NVS. Tada ląstelės 1× praplaunamos 

0,9% NaCl ir guminiu gramdikliu sugramdomos į 0,55 mL 0,9% NaCl 

tirpalą. Į 0,4 mL ląstelių suspensijos sulašinama 0,05 mL 10% Tritono-X 

(galutinė koncentracija tirpale 1%) ir 0,05 mL metanolio. Į matavimo 

šulinėlį pilama po 100 μL ląstelių lizato. Fluorescencija sužadinama 

λsuž.=418 nm, matuojama λem.=652 nm fluorimetru Varioskan Flash. mTHPC 

koncentracija ląstelėse įvertinama pagal kalibracinę kreivę, kurioje atidėta 

žinomų kiekių mTHPC fluorescencija ląstelių lizatuose.  

0,1 mL sugramdytų ląstelių suspensijos paimama baltymo koncentracijos 

nustatymui. Ląstelės nucentrifuguojamos, lizuojamos RIPA buferyje. 

Baltymo koncentracija nustatoma BCA metodu (žiūrėti 2.9.1 ir 2.9.2 skyrių). 

Nustačius baltymo koncentraciją ląstelėse mTHPC kiekis normalizuojamas 

mg baltymo (ng mTHPC/mg baltymo). 

Viso darbo metu mėginiai saugomi nuo šviesos.  
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2.9 Genų raiškos palyginimas pagal transkriptų kiekį  

Ląstelės atkeliamos nuo paviršiaus guminiu gramdikliu ir ląstelių 

suspensija centrifuguojama 1000×g 7 min. +4°C. Po centrifugavimo ląstelės 

1× praplaunamos šaltu PBS tirpalu ir dar kartą nusodinamos centrifuguojant 

(1000×g 7 min. +4°C). RNR išskiriama pagal gamintojo rekomendacijas 

naudojant „GeneJET
TM

 RNA Purification Kit“ rinkinį (Thermo Scientific). 

RNR koncentracija ir grynumas vertinamas NanoDrop 2000. Išskirta RNR 

laikoma –70°C. 

kDNR sintetinama iš 2 μg RNR pagal gamintojo rekomendacijas 

naudojant „Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR“ rinkinį 

(Thermo Scientific) termocikleryje Mastercycler. Kiekybinė PGR vykdoma 

96 šulinėlių PGR plokštelėse termocikleryje StepOnePlus™ Real-Time PCR 

system vienai reakcijai panaudojant 50 ng kDNR, tiriamo geno transkriptui 

savitą pradmenų porą (2.3 lentelė) bei atitinkamą reakcijos mišinį. 

2.3 lentelė. Kiekybinei PGR naudoti pradmenys 

Genas Pradmenų sekos arba TaqMan pradmenų ID 

ATG7 Tiesioginis: 5‘-CTGTGGTTGCCGGAAGTTG-3‘ 

Atvirkštinis: 5‘-CCAGCAGAGTCACCATTGTAGT-3‘ 

MAP1LC3B Tiesioginis: 5‘-GCACCTTCGAACAAAGAGTAGA-3‘ 

Atvirkštinis: 5‘-GCTTCTCACCCTTGTATCGTT-3‘ 

TBP Tiesioginis: 5‘-TGTACCGCAGCTGCAAAAT-3‘ 

Atvirkštinis: 5‘-GGATTATATTCGGCGTTTCG-3‘ 

HES1 Hs00172878_m1 

HEY1 Hs01114113_m1 

HPRT1 Hs99999909_m1 

ATG7 ir MAP1LC3B genų raiškos tyrimui naudojamas 2× „Maxima 

SYBR Green.ROX qPCR Master Mix“ (Thermo Scientific) mišinys. Šių 

genų raiška normalizuojama pagal „atskaitos“ geno TBP raišką. Pradmenys 

pasirenkami ant egzono-egzono ribos norint išvengti genominės DNR 

amplifikacijos.  

HES1 arba HEY1 genų raiškos tyrimui naudojamas 2× „Applied 

Biosystems™ TaqMan™ Gene Expression Master Mix“ (Thermo Scientific) 

mišinys. Šių genų raiška normalizuojama pagal „atskaitos“ geno HPRT1 

raišką.  

Genų raiškos pokytis vertinamas ΔΔCT metodu. Santykinis transkripto 

kiekis, lyginant su kontrolinėmis ląstelėmis, apskaičiuojamas pagal formulę:  

2
-((CT(tiriamo geno) - CT(atskaitos geno))

Poveikis
 - (CT(tiriamo geno) - CT(atskaitos geno))

Kontrolė
) 

Čia CT – ciklas, kuriame amplifikacijos kreivė kerta slenkstinę vertę (t.y. 

reakcijos metu registruojama fluorescencija viršija foninę fluorescenciją).  
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2.10 Western blot analizė 

2.10.1 Baltymų išskyrimas 

Guminiu gramdikliu nuo augimo indo paviršiaus atkeltos monosluoksniu 

kultivuojamos ląstelės arba ≥30 sferoidų centrifuguojami 1000×g 7 min. 

+4°C. Po centrifugavimo mėginiai 1× praplaunami šaltu PBS tirpalu ir dar 

kartą nusodinami centrifuguojant (1000×g 7 min. +4°C). Ląstelių 

nuosėdos/sferoidai lizuojami RIPA ląstelių lizės buferyje ant ledo 30 min. 

(100 μL RIPA lizuojama 1×10
6
 ląstelių arba 45 sferoidai). Ląstelių lizatai 

centrifuguojami 14000×g 5 min. +4°C. Baltymų koncentracija supernatante 

nustatoma BCA metodu. 

2.10.2 BCA metodas 

Metodas pagrįstas šarminėje terpėje baltymų vykdoma Cu
2+

 jonų 

redukcija, kurios metu susidarę Cu
+
 jonai formuoja violetinės spalvos 

kompleksus su bicinchonino rūgšties natrio druska (BCA-Na2) (Smith et al., 

1985). Baltymų kiekio matavimui 1,5 mL mėgintuvėliuose sumaišoma 3 μL 

ląstelių lizato, 27 μL PBS ir 570 μL BCA reagento (gaunamas sumaišius 100 

dalių bicinchonino rūgšties tirpalo su 2 dalimis 4% CuSO4×5H2O). Mišinys 

inkubuojamas 15 min. +37ºC ir atvėsinamas 10 min. palaikant +4ºC 

temperatūroje. Tirpalo sugertis A562 matuojama spektrofotometru 

Asys UVM340. Nežinomas baltymo kiekis nustatomas pagal kalibracinę 

kreivę, gautą su BCA reagentu inkubuojant 0 – 900 μg/mL JSA turintį 

tirpalą. 

2.10.3 Baltymų elektroforezė denatūruojančiomis sąlygomis 

Baltymų lizatas, kuriame yra 50 μg baltymo, praskiedžiamas PBS buferiu 

iki 37,5 μL ir sumaišomas su 12,5 μL 4× baltymų užnešimo dažo (40% 

glicerolio, 8% NDS, 0,04% bromfenolio mėlio, 0,4 M DTT ir 250,4 mM 

Tris-HCl, pH 6,8). Mėginiai inkubuojami 5 min. +95°C termomikseryje 

Thermomixer comfort. Po kaitinimo mėginiai atvėsinami +4°C. 

NDS-poliakrilamidinis gelis paruošiamas ant polimerinio 12% skiriamojo 

gelio užpolimerinus 4% koncentruojamąjį gelio sluoksnį (2.4 lentelė). Pilnai 

užsipolimerinęs gelis įstatomas į baltymų elektroforezės aparatą Adjustable 

Height Dual Gel Unit, pripildytą 1× NDS elektroforezės buferio. Į kraštinius 

gelyje suformuotus šulinėlius įnešamas baltymų dydžio standartas „Spectra 

Multicolor Broad Range Protein Ladder“ (Thermo Scientific), o į kitus – 

paruošti mėginiai. Elektroforezė vykdoma 1 val. esant 80 V įtampai 

(baltymai sukoncentruojami 4% gelio sluoksnyje) ir 3 val. esant 120 V 

įtampai (baltymai frakcionuojami 12% gelio sluoksnyje). 
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2.4 lentelė. Skiriamojo ir koncentruojamojo gelio sudėtis 

Gelio sluoksnis Sudėtis 

12% skiriamasis gelis  6 mL 30% akrilamido/0,8% bisakrilamido tirpalas 

3,75 mL 1,5 M Tris-HCl su 0,4% NDS (pH 8,8) 

5,25 mL H2O 

10 μL TEMED 

50 μL 10% (NH4)2S2O8 

4% koncentruojamasis 

gelis 

0,65 mL 30% akrilamido/0,8% bisakrilamido tirpalas 

1,25 mL 0,5 M Tris-HCl su 0,4% NDS (pH 6,8) 

3,05 mL H2O 

5 μL TEMED 

25 μL 10% (NH4)2S2O8 

2.10.4 Baltymų pernešimas ant nitroceliuliozinės membranos 

Išfrakcionuoti baltymai iš NDS-poliakrilamidinio gelio pernešami ant 

0,45 µm nitroceliuliozinės membranos (BioRad) naudojant pusiau sauso 

pernešimo aparatą V20-SDB. Ant pernešimo buferiu sudrėkintos anodinės 

aparato dalies dedami 3 pernešimo buferyje sudrėkinti Whatman
TM

 3MM 

lapeliai, kurie yra 1 mm ilgesni ir platesni už gelį. Ant jų dedama tokio 

paties dydžio pernešimo buferyje sudrėkinta nitroceliuliozinė membrana, o 

ant jos – gelis su išfrakcionuotais baltymais. Sluoksniavimas baigiamas 

uždėjus dar 3 pernešimo buferyje sudrėkintus Whatman
TM

 3MM lapelius. 

Stikline lazdele išstumiami tarp sluoksnių esantys oro burbulai ir uždedamas 

pernešimo buferiu sudrėkintas katodinis šio aparato dangtis. Pernešimas 

vykdomas 1 val. esant 1 mA/cm
2
 srovei. 

2.10.5 Baltymų vaizdinimas 

Nitroceliuliozinė membrana su perneštais baltymais blokuojama TBS/T 

buferyje turinčiame 5% JSA purtant 1 val.. Po to membrana sukarpoma 

juostelėmis taip, kad jose būtų po vieną detektuojamą baltymą. Membranos 

juostelės inkubuojamos su atitinkamais pirminiais antikūnais (2.5 lentelė), 

praskiestais TBS/T buferyje su 5% JSA per naktį purtant +4°C. 

2.5 lentelė. Western blot analizei naudoti pirminiai antikūnai 

Antikūno 

taikinys 

Baltymo 

dydis, kDa 

Antikūno 

skiedimas 

Antikūno kodas Imunizuotas 

gyvūnas 

Nefosforilintas  

β-kateninas 

92 1:2000 8814S (Cell Signaling) Triušis 

NICD1 100 1:500 4147S (Cell Signaling) Triušis 

HES1 30 1:3000 PA5-28802 (Thermo Scientific) Triušis 

ATG7 75 1:1000 MAB6608 (R&D Systems) Pelė 

LC3B 12 ir 14 1:3000 ab51520 (Abcam) Triušis 

β-aktinas 42 1:10000 MA5-15739 (Thermo Scientific) Pelė 

Po inkubacijos su pirminių antikūnų tirpalu membranos plaunamos 

TBS/T buferiu purtant 1× 15 min. ir 2× po 5 min.. Po plovimo membranos 
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2 val. inkubuojamos tamsoje purtant +4°C su antriniais antikūnais 

praskiestais TBS/T buferyje su 5% JSA santykiu 1:5000. Nefosforilintas  

β-kateninas, NICD1, HES1 ir LC3B nustatomi naudojant su krienų 

peroksidaze konjuguotą antrinį antikūną prieš triušio IgG (#31460, Thermo 

Scientific), o ATG7 ir β-aktinas – su krienų peroksidaze konjuguotą antrinį 

antikūną prieš pelės IgG (#31430, Thermo Scientific). Po inkubacijos 

membranos plaunamos TBS/T buferiu purtant 1× 15 min. ir 2× po 5 min.. 

Prieš baltymų vaizdinimą membranos nuplaunamos dH2O ir išdžiovinamos. 

Baltymai išryškinami membranas drėkinant ECL chemiliuminescencinių 

reagentų (Thermo Scientific) mišiniu 1 min. ir jas eksponuojant ant 

fotojuostos Medical X-ray Film General Purpose Blue (Kodak). β-aktinas, 

ATG7, HES1, nefosforilintas β-kateninas ir LC3B eksponuojami 10 –

 60 sek., o NICD1 5 – 12 min.  

Baltymo juostelės intensyvumas įvertinamas ImageJ 1.52a programa, o 

santykinis baltymo kiekis apskaičiuojamas pagal formulę: 

𝑆𝑎𝑛𝑡𝑦𝑘𝑖𝑛𝑖𝑠 𝑏𝑎𝑙𝑡𝑦𝑚𝑜 𝑘𝑖𝑒𝑘𝑖𝑠 =  
( 𝑏𝑎𝑙𝑡𝑦𝑚𝑜 𝑗𝑢𝑜𝑠𝑡𝑒𝑙ė𝑠 𝑡𝑎𝑛𝑘𝑖𝑠

𝛽−𝑎𝑘𝑡𝑖𝑛𝑜 𝑗𝑢𝑜𝑠𝑡𝑒𝑙ė𝑠 𝑡𝑎𝑛𝑘𝑖𝑠
)

𝑃𝑜𝑣𝑒𝑖𝑘𝑖𝑠

( 𝑏𝑎𝑙𝑡𝑦𝑚𝑜 𝑗𝑢𝑜𝑠𝑡𝑒𝑙ė𝑠 𝑡𝑎𝑛𝑘𝑖𝑠
𝛽−𝑎𝑘𝑡𝑖𝑛𝑜 𝑗𝑢𝑜𝑠𝑡𝑒𝑙ė𝑠 𝑡𝑎𝑛𝑘𝑖𝑠

)
𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙ė

 

2.11 LC3B baltymo pasiskirtstymo ląstelėse vaizdinimas  

Ląstelės sėjamos į mikroskopijai skirtą 96 šulinėlių plokštelę (Ibidi) 

2.6 lentelėje pateiktais tankiais ir auginamos pagal 2.1 pav. B pateiktą 

eksperimento schemą. Po poveikio vaistu praėjus 48 val. nusiurbiama 

ląstelių kultivavimo terpė, o terpės likučiai pašalinami 1× ląsteles atsargiai 

praplaunant PBS buferiu. Tada ląstelės fiksuojamos ant jų užpylus ledinio 

metanolio. Po 5 min. metanolis nusiurbiamas, o jo likučiai pašalinami 1 min. 

ląsteles plaunant PBS buferiu. Užfiksuotos ląstelės inkubuojamos su 

blokavimo buferiu (PBS buferis su 3% JSA) 1 val. kambario temperatūroje 

ir su blokavimo buferyje 1:200 santykiu praskiestu pirminiu antikūnu prieš 

LC3B baltymą (ab51520, Abcam) per naktį +4°C. Nusiurbus pirminio 

antikūno tirpalą ląstelės 2× plaunamos PBS buferiu. Po plovimo ląstelės 

toliau inkubuojamos 1 val. tamsoje kambario temperatūroje blokavimo 

buferyje, kuriame yra 1:200 santykiu praskiestas su Alexa Fluor® 647 

konjuguotas antrinis antikūnas prieš triušio IgG (A21244, Invitrogen). 

Nusiurbus antrinio antikūno tirpalą ląstelės 2× plaunamos PBS buferiu. 

LC3B imunofluorescencija registruojama invertuotu fluorescenciniu 

mikroskopu Olympus IX-81 (20× objektyvu, NA 0,55), turinčiu Hamamatsu 

ORCA-FLASH 4.0LT kamerą. λsuž.=604 – 644 nm, λem.=672 – 712 nm. 
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2.6 lentelė. Ląstelių sėjimo tankiai mikroskopijos eksperimentams 

Ląstelių linija 
Sėjimo tankis, ląstelių/šulinėliui 

Kontrolė Poveikis 

HCT116 1500 3000 

HCT116/FU 2000 4000 

HCT116/OXA 2000 3000 

2.12 Statistinė analizė 

Duomenys apdoroti ir grafikai braižyti SigmaPlot 12.5 programa. 

Grafikuose pateikiami matavimų vidurkiai ±SN gauti iš ≥3 nepriklausomų 

biologinių eksperimentų. Vertinant ląstelių gyvybingumą, santykinę geno 

raišką arba ląstelių viduje susikaupusio mTHPC kiekį kiekviename 

eksperimente naudojami ≥3 techniniai pakartojimai. Santykinio sferoido 

tūrio matavimuose viena vaisto doze paveikiama ≥6 sferoidai. 5-FU ir OxaPt 

IC50 dozės apskaičiuotos iš kreivių lygčių gautų regresinės analizės metu.  

5-FU derinio su mTHPC efektas ląstelių gyvybingumui įvertintas atlikus 

dvifaktorinę analizę (angl. Two-Way ANOVA). Signalinių kelių slopiklių 

derinio su 5-FU arba OxaPt efektas ląstelių gyvybingumui įvertintas 

naudojant pakartotinių matavimų ANOVA (angl. Repeated Measures 

ANOVA). Skirtumai tarp dviejų duomenų grupių palyginami naudojant 

Mann–Whitney U testą arba dviejų mėginių t testą. Duomenys laikomi 

statistiškai reikšmingais, kai p<0,05. 
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3. REZULTATAI 

Šiame darbe tyrėme žmogaus kolorektalinės karcinomos HCT116 ląstelių 

liniją (priskiriamą CMS1 kolorektalinio vėžio subtipui (Frejno et al., 2017; 

Linnekamp et al., 2018)) ir iš jos mūsų laboratorijoje ilgalaikio kultivavimo 

su chemoterapiniais vaistais metu išvestas ląstelių sublinijas HCT116/FU 

(gauta auginant terpėje su 5-FU) ir HCT116/OXA (gauta auginant terpėje su 

OxaPt). Tyrimai buvo atliekami ląsteles kultivuojant monosluoksniu (2D 

modelis) arba iš ląstelių formuojant daugialąstelinius sferoidus (3D modelis). 

Chemoterapiniams vaistams atspariose ir tėvinėse ląstelėse tyrėme: 

1) autofagijos intensyvumą; 2) Wnt/β-katenino signalinio kelio aktyvumą; 

3) Notch1 signalinio kelio aktyvumą. Įvertinome šių procesų reikšmę ląstelių 

išgyvenimui (atsparumui chemoterapiniams vaistams) bei jų pokyčius po  

5-FU ir OxaPt poveikių. Kadangi chemoterapiniams vaistams atsparios 

ląstelės retai įgauna atsparumą fotodinaminiam poveikiui (Spring et al., 

2015), palyginome HCT116 ir HCT116/FU ląstelių jautrumą mTHPC-FDP, 

jo deriniui su 5-FU bei įvertinome šių poveikių įtaką autofagijos procesui. 

3.1 Ląstelių atsparumas chemoterapiniams vaistams arba 

fotodinaminiui poveikiui  

3.1.1 Ląstelių atsparumas 5-FU ir OxaPt 

Norėdami įvertinti 5-FU ir OxaPt citotoksiškumą ląstelėms bei nustatyti 

HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelių atsparumo šiems vaistams mastą 

atlikome dviejų tipų ekperimentus – vertinome monosluoksniu kultivuojamų 

ląstelių gyvybingumą kristaliniu violetiniu (KV) bei santykinį 

daugialąstelinio sferoido tūrį. Pirmiausiai šiems eksperimentams parinkome 

optimalius HCT116, HCT116/FU, HCT116/OXA ląstelių sėjimo tankius, 

kad vaistais paveiktume panašų ląstelių kiekį. Monosluoksnio 

eksperimentams pasirinkta HCT116 ląsteles sėti 1,0×10
5
 ląstelių/mL, 

HCT116/FU ląsteles – 2,0×10
5
 ląstelių/mL, o HCT116/OXA ląsteles – 

1,5×10
5
 ląstelių/mL tankiu. Tokiu atveju ląstelių skaičius skirtingose 

sublinijose nesiskiria nei vaisto pridėjimo metu (t.y. 48 val. po ląstelių 

užsėjimo), nei vertinant ląstelių gyvybingumą (t.y. 96 val. po ląstelių 

užsėjimo) (1 priedas A). 

Pasirenkant ląstelių sėjimo tankius daugialąstelinių sferoidų formavimui 

siekiama, kad vaisto poveikio metu sferoidas būtų pilnai susiformavęs t.y. 

turėtų tris proliferacines zonas – besidalijančių ląstelių, ramybės būsenoje 

esančių ląstelių (nesidalijančios ląstelės) bei nekrozinę šerdį. Tokiuose  
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3.1 pav. 5-FU ir OxaPt citotoksiškumas HCT116, HCT116/FU, HCT116/OXA ląstelėms. 
Ląstelių gyvybingumo (A) ir santykinio sferoido tūrio (B) priklausomybė nuo 5-FU 

koncentracijos ir iš kreivių lygčių suskaičiuotos 5-FU IC50 dozės (C). Ląstelių gyvybingumo 

(D), santykinio sferoido tūrio (E) priklausomybė nuo OxaPt koncentracijos ir iš kreivių lygčių 

suskaičiuotos OxaPt IC50 dozės (F). Ląstelių gyvybingumas įvertintas praėjus 48 val. po 

vaisto poveikio. Santykinis sferoido tūris – 120 val. po vaisto poveikio. Paklaidos: ±SN; n≥3. 

sferoiduose ląstelių heterogeniškumas yra panašesnis į esantį in vivo 

navikuose (Zanoni et al., 2016). Yra nustatyta, kad HCT116 ląstelių 

sferoidai, kurių skersmuo 400 μm, jau turi nekrozinę šerdį (Goschl et al., 

2017). Kadangi, susiformavęs sferoidas gali būti šiek tiek nukrypęs nuo 

idealios sferos, svarbesnis parametras sferoidų atrankai – sferoido tūris, kuris 

apskaičiuojamas pagal formulę V=0,5×ilgis×plotis
2
 (čia ilgis – sferoido 

skersmuo didžiojoje ašyje, plotis – sferoido skermuo mažojoje ašyje) (Chen 

et al., 2014). Eksperimentiškai nustatėme, kad 400 μm skersmens 

taisyklingos formos HCT116 ląstelių sferoidai būna 0,0210±0,0012 mm
3
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tūrio. Tokį tūrį sferoidai pasiekia per 96 val. po ląstelių užsėjimo, HCT116 

ląsteles sėjant 3,75×10
3
 ląstelių/mL, HCT116/FU ląsteles – 

4,75×10
3
 ląstelių/mL, o HCT116/OXA ląsteles – 4,25×10

3
 ląstelių/mL 

tankiu (1 priedas B). Be to, eksperimentams atrenkami tik taisyklingos 

formos sferoidai (1 priedas C). 

Tada pagal 2.1 pav. A ir 2.2 pav. pateiktas eksperimentų schemas 

įvertinome 5-FU arba OxaPt citotoksiškumą monosluoksniu kultivuojamų 

ląstelėms ir daugialąsteliniams sferoidams (3.1 pav.). Atlikę regresinę 

analizę iš eksponentinių kreivių lygčių (2 priedas) nustatėme teorines šių 

vaistų dozes, kurios nužudo 50% ląstelių arba 50% sumažina sferoido tūrį 

(IC50) (3.1 pav. C, F). Monosluoksniu kultivuojamos HCT116/FU ląstelės 

yra apie 10,2 karto atsparesnės (p=0,002), o sferoidai – apie 1,5 karto 

atsparesni 5-FU (p=0,012) už HCT116 ląsteles/ląstelių sferoidus. Visgi, 

HCT116/FU ląstelės nepasižymi atsparumu OxaPt nei 2D (p=0,290), nei 3D 

modeliuose (p=0,098). HCT116/OXA ląstelės/sferoidai yra atsparesnės  

5-FU poveikiui (2D modelyje – apie 16,5 karto (p<0,001), 3D modelyje – 

apie 1,4 karto (p=0,023)) ir OxaPt poveikiui (2D modelyje – apie 7,25 karto 

(p<0,001), 3D modelyje – apie 14,8 kartų (p<0,001)) už HCT116 

ląsteles/sferoidus. 

Remiantis šiais rezultatais galima padaryti išvadą, kad palyginus su 

HCT116 ląstelėmis: 1) HCT116/FU ląstelės yra atsparios tik 5-FU poveikiui; 

2) HCT116/OXA ląstelės pasižymi atsparumu ir 5-FU, ir OxaPt.  

Molekuliniams ląstelių atsako tyrimamas pasirinkome po dvi 5-FU 

(0,1 mM ir 0,3 mM) ir OxaPt (0,03 mM ir 0,06 mM) dozes, kurios 

atitinkamai nužudo 50% arba 70% HCT116 ląstelių. Šių dozių 

citotoksiškumas (CTT) HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelių linijoms 

pateiktas 3.1 lentelėje.  

3.1 lentelė. Ląstelių atsako į 5-FU ir OxaPt tyrimuose naudotos vaistų dozės ir jų 

citotoksiškumas (CTT) ląstelėms 

Ląstelių linija 
5-FU, mM OxaPt, mM 

0,1 0,3 0,03 0,06 

HCT116 CTT50 CTT70 CTT50 CTT70 

HCT116/FU CTT20 CTT30 CTT50 CTT70 

HCT116/OXA CTT20 CTT30 CTT10 CTT20 

3.1.2 Ląstelių atsparumas mTHPC-FDP ir jo deriniui su 5-FU 

mTHPC-FDP derinio su 5-FU citotoksiškumą HCT116 ir HCT116/FU 

ląstelėms įvertinome pagal 2.3 pav. pateiktą eksperimento schemą. 

Nustatėme, kad po 18 val. inkubacijos su 0,1 μg/mL mTHPC, HCT116 ir 
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HCT116/FU ląstelėse prikaupiami panašūs mTHPC kiekiai. Be to, ląstelių 

viduje priklaupiamas mTHPC kiekis nepriklauso nuo poveikio 5-FU 

(3.2 pav. A). HCT116 ir HCT116/FU ląstelės yra vienodai jautrios mTHPC-

FDP – didėjant mTHPC koncentracijai ląstelių inkubavimo terpėje, didėja ir 

FDP citotoksiškumas, ląsteles apšviečiant 90s (3.2 pav. B). Panaši 

citotoksiškumo priklausomybė nuo dozės stebima ir pasirinkus 0,1 μg/mL 

mTHPC koncentraciją, bet ilgininant ląstelių apšvietimo trukmę (3.2 pav. C 

be 5-FU). Norėdami įvertinti mTHPC-FDP derinimo su 5-FU efektyvumą 

atlikome dvifaktorinę analizę (angl. Two-Way ANOVA). Nustatėme, kad 

mTHPC-FDP derinio su 5-FU citotoksiškumas HCT116 ląstelėms priklauso 

nuo abiejų determinančių – FDP trukmės ir 5-FU koncentracijos (p<0,001). 

Tuo tarpu mTHPC-FDP derinio su 5-FU citotoksiškumas HCT116/FU 

ląstelėse priklauso tik nuo FDP trukmės, o 5-FU pridėjimas FDP efektyvumo 

nepadidina (p=0,282) (3.2 lentelė). 

 
3.2 pav. mTHPC sukeltas fotodinaminis poveikis HCT116 ir HCT116/FU ląstelėms. 
A, ląstelių viduje sukaupto mTHPC kiekio priklausomybė nuo 5-FU koncentracijos. Ląstelių 

gyvybingumas praėjus 24 val. po ląstelių apšvietimo: priklausomybė mTHPC koncentracijos 

(B), priklausomybė nuo mTHPC-FDP ir 5-FU koncentracijos (C). Praėjus 18 val. po mTHPC 

ir/arba 5-FU pridėjimo buvo pakeičiama ląstelių kultivavimo terpė ir ląstelės lizuojamos 

viduląstelinio mTHPC kiekio matavimams arba apšviečiamos λ=660 ± 5 nm šviesa, kurios 

intensyvumas 1,6 mW/cm2. A ir C atvejais ląstelės buvo inkubuotos su 0,1 μg/mL mTHPC. B 

atveju ląstelės buvo apšviestos 90s. Brūkšniai ±SN; n≥3. 

3.2 lentelė. FDP trukmės ir 5-FU koncentracijos reikšmingumas citotoksiškumui 

    Ląstelės 

Poveikis 

HCT116 HCT116/FU 

F reikšmė(ll) p reikšmė F reikšmė(ll) p reikšmė 

FDP 162(2, 12) <0,001 106(2, 18) <0,001 

5-FU 77(3, 12) <0,001 1(2, 18) 0,282 

5-FU + FDP 1(6, 12) 0,623 2(4, 18) 0,115 

* ll, laisvės laipsniai 
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Taigi pavienis mTHPC-FDP veikia panašiai HCT116/FU ir HCT116 

ląstelių gyvybingumą. HCT116 ląstelėse 5-FU sustiprina mTHPC-FDP 

citotoksiškumą, o HCT116/FU ląstelėse – neturi poveikio mTHPC-FDP 

citotoksiškumui. 

3.2 Autofagija 

5-FU, OxaPt arba mTHPC-FDP įtaką autofagijai vertinome pagal prie 

autofaginių membranų prijungto LC3B-II baltymo kiekį (t.y. LC3B baltymas 

prie kurio prijungtas fosfatidiletanolaminas; daugiau informacijos 

1.4 skyriuje), kuris koreliuoja su autofagosomų kiekiu (Kabeya et al., 2000). 

Taip pat nustatėme LC3/GABARAP baltymų aktyvacijoje dalyvaujančio 

ATG7 baltymo kiekį bei vertinome autofagijos srautą, kuris parodo ar vyksta 

galutinės autofagijos stadijos ir autofagosomų turinio suskaidymas. Jis 

nustatomas palyginus momentinį autofagosomų kiekį su bendru 

autofagosomų kiekiu, kuris įvertinamas autofagosomų skaidymą lizosomose 

nuslopinus CQ.  

3.2.1 5-FU arba OxaPt poveikis autofagijai 

Palyginę santykinį LC3B-II formos baltymo kiekį kontrolinėse ląstelėse 

pastebėjome, kad chemoterapiniams vaistams atsparios HCT116/FU ląstelės 

pasižymi apie 1,5 karto didesniu (p<0,001), o HCT116/OXA ląstelės – apie 

1,5 karto mažesniu (p=0,007) šios baltymo formos kiekiu nei HCT116 

ląstelės (3.3 pav. B). Nesant citotoksinio poveikio visose tirtose ląstelių 

linijose stebimas statistiškai reikšmingas bazinis autofagijos srautas: 

HCT116 ląstelėse autofagosomų skaidymo lizosomose slopinimas 30 μM 

CQ, LC3B-II baltymo kiekį padidina apie 1,5 karto (p<0,001), HCT116/FU 

ląstelėse – apie 1,3 karto (p<0,001), HCT116/OXA ląstelėse – apie 1,4 karto 

(p=0,036). Reikšmingas autofagijos srautas vaistais neveiktose ląstelėse 

stebimas ir pagal LC3B baltymo pasisiskirstymą ląstelėje (3.3 pav. C). 

Neslopinant autofagosomų skaidymo LC3B baltymas kontrolinėse ląstelėse 

pasiskirsto difuziškai bei matomos pavienės šio baltymo sankaupos – 

autofagosomos. Tuo tarpu po 30 μM CQ poveikio LC3B baltymo sankaupų 

(t.y. autofagosomų) reikšmingai padaugėja. 

Toliau vertinome ar 5-FU veikia LC3B geno bei baltymo raišką. 0,1 mM 

5-FU neturi reikšmingo poveikio LC3B baltymą koduojančio MAP1LC3B 

transkripto kiekiui (3.3 pav. A), bet keičia santykinį LC3B-II formos 

baltymo kiekį (3.3 pav. B) – šios baltymo formos kiekį HCT116 ir 

HCT116/FU ląstelėse sumažina apie 1,3 karto (atitinkamai p<0,001 ir  
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3.3 pav. 5-FU poveikis LC3B kiekiui HCT116, HCT116/FU, HCT116/OXA ląstelėse. 
A, Santykinis MAP1LC3B transkripto kiekio pokytis praėjus 24 val. po 5-FU poveikio. 

B, LC3B-II baltymo kiekio pokytis praėjus 48 val. po 5-FU poveikio. C, LC3B baltymo 

pasiskirstymas ląstelėse praėjus 48 val. po poveikio 5-FU. Autofagosomų skaidymas slopintas 

pridedant 30 μM CQ 4 val. prieš baltymų skyrimą/imunofluorescencinę analizę. Mastelio 

juosta – 20 μm; K, kontrolinės t.y. vaistu neveiktos ląstelės; punktyrinė linija – reikšmingu 

laikomo pokyčio slenkstinė riba; brūkšniai ±SN; n≥3.  

#, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp HCT116/FU arba HCT116/OXA ląstelių palyginus 

su HCT116 ląstelėmis; 

*, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp vaistu veiktų ir kontrolinių ląstelių; 

x, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp CQ paveiktų ir neveiktų ląstelių; 

#/* p<0,05; xx/##/** p≤0,01; xxx/###/*** p≤0,001. 

p<0,001). O HCT116/OXA ląstelėse po šios 5-FU dozės stebima LC3B-II 

baltymo kiekio tendencija didėti (P=0,056). Tuo tarpu 0,3 mM 5-FU keičia 

LC3B-II baltymo kiekį tik chemoterapiniams vaistams atspariose ląstelėse: 

apie 1,6 karto sumažina HCT116/FU ląstelėse (p<0,001) ir apie 2,1 karto 

padidina HCT116/OXA ląstelėse (p<0,001). Slopindami autofagosomų 

skaidymą CQ pastebėjome, kad 5-FU nevienodai stipriai veikia autofagijos 

srautą. Stipriausias 5-FU poveikis pastebimas HCT116/FU ląstelėse – jose 
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abi 5-FU dozės slopina autofagiją: 3.3 pav. B matyti, kad po šių poveikių 

nebėra statistiškai reikšmingų skirtumų tarp momentinio LC3B-II formos 

kiekio ir LC3B-II formos kiekio nuslopinus autofagosomų skaidymą, o 

3.3 pav. C – sumažėjęs LC3B baltymo sankaupų kiekis. HCT116 ląstelėse 

0,1 mM 5-FU neturi įtakos autofagijos srautui, o 0,3 mM dozė šį srautą 

slopina. Tuo tarpu HCT116/OXA ląstelėse 5-FU turi silpnesnį poveikį 

autofagijos srautui – po 0,1 mM 5-FU poveikio ir autofagosomų skaidymo 

slopinimo CQ LC3B-II baltymo padaugėja 1,2 karto (p=0,048) t.y. 

autofagijos srautas yra 1,15 karto mažesnis nei kontrolinėse ląstelėse; po 

0,3 mM 5-FU poveikio ir CQ LC3B-II baltymo padaugėja 1,1 karto 

(p=0,001) t.y. autofagijos srautas yra 1,3 karto mažesnis nei kontrolinėse 

ląstelėse. Reikšmingas autofagijos srautas po abiejų 5-FU dozių 

HCT116/OXA ląstelėse taip pat stebimas ir pagal LC3B baltymo sankaupų 

pagausėjimą po autofagosomų skaidymo slopinimo CQ. 

0,03 mM OxaPt neturi reikšmingo poveikio MAP1LC3B transkripto 

kiekiui (3.4 pav. A). Ši OxaPt dozė santykinį LC3B-II formos baltymo kiekį 

HCT116 ląstelėse sumažina apie 7,9 karto (p<0,001), HCT116/FU ląstelėse 

– apie 2,2 karto (P=0,016), o HCT116/OXA ląstelėse padidina apie 1,6 karto 

(p=0,01) (3.4 pav. B). Nuslopinus autofagosomų skaidymą, LC3B-II 

baltymo kiekio pokyčiai nevienodi: HCT116 ląstelėse padidėja 3,7 karto 

(p=0,005) t.y. autofagijos srautas yra 2,5 karto didesnis negu kontrolinėse 

ląstelėse; HCT116/FU ląstelėse – 2 kartus (p=0,035) t.y. autofagijos srautas 

yra 1,6 karto didesnis negu kontrolinėse ląstelėse; HCT116/OXA ląstelėse – 

1,2 karto (p=0,047) t.y. autofagijos srautas yra 1,2 karto mažesnis negu 

kontrolinėse ląstelėse. Panašios tendencijos matyti ir vertinant LC3B 

baltymo pasiskirstymą ląstelėse – nuslopinus autofagosomų skaidymą visose 

tirtose ląstelėse padaugėja LC3B baltymo sankaupų (3.4 pav. C 0,03 mM 

OxaPt poveikis). 

0,06 mM OxaPt dozė LC3B-II formos baltymo kiekį veikia skirtingai nei 

mažesnė dozė – HCT116 ląstelėse šios baltymo formos kiekis padidėja apie 

1,8 karto (p=0,008), HCT116/OXA ląstelėse – sumažėja apie 5,2 karto 

(p<0,001), o HCT116/FU ląstelėse neturi reikšmingo poveikio (p=0,370). 

Statistiškai reikšmingas skirtumas tarp momentinio LC3B-II baltymo kiekio 

ir šio baltymo kiekio nuslopinus autofagosomų skaidymą stebimas HCT116 

ir HCT116/OXA ląstelėse – HCT116 ląstelėse LC3B-II baltymo padaugėja 

1,2 karto (p=0,009) t.y. autofagijos srautas po šio poveikio yra apie 1,2 karto 

mažesnis negu kontrolinėse ląstelėse; HCT116/OXA ląstelėse LC3B-II 

baltymo padaugėja apie 12,7 karto t.y. autofagijos srautas yra apie 8,8 karto  
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3.4 pav. OxaPt poveikis LC3B kiekiui HCT116, HCT116/FU, HCT116/OXA ląstelėse. 
A, Santykinis MAP1LC3B transkripto kiekio pokytis praėjus 24 val. po OxaPt poveikio. 

B, LC3B-II baltymo kiekio pokytis praėjus 48 val. po OxaPt poveikio.  

C, LC3B baltymo pasiskirstymas ląstelėse praėjus 48 val. po poveikio OxaPt. Autofagosomų 

skaidymas slopintas pridedant 30 μM CQ 4 val. prieš baltymų skyrimą/imunofluorescencinę 

analizę. Mastelio juosta – 20 μm; K, kontrolinės t.y. vaistu neveiktos ląstelės; punktyrinė 

linija – reikšmingu laikomo pokyčio slenkstinė riba; brūkšniai ±SN; n≥3.  

#, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp HCT116/FU arba HCT116/OXA ląstelių palyginus 

su HCT116 ląstelėmis; 

*, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp vaistu veiktų ir kontrolinių ląstelių; 

x, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp CQ paveiktų ir neveiktų ląstelių; 

#/* p<0,05; xx/##/** p≤0,01; xxx/###/*** p≤0,001. 

didesnis negu kontrolinėse ląstelėse. Tuo tarpu HCT116/FU ląstelėse po 

0,06 mM OxaPt poveikio stebimos didelės santykinio LC3B-II baltymo 

kiekio variacijos. Pagal LC3B baltymo pasiskirstymą ląstelėse matyti, kad 

po 0,06 mM OxaPt poveikio autofagijos srautas yra reikšmingas HCT116, 

HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelėse (3.4 pav. C). 
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Nustatėme, kad kontrolinėms HCT116/FU ląstelėms yra būdingas 

1,2 karto didesnis (p<0,001), o HCT116/OXA ląstelėms – 1,4 karto didesnis 

(p<0,001) ATG7 baltymo kiekis negu HCT116 kontrolinėms ląstelėms 

(3.5 pav. B). 0,1 mM 5-FU arba 0,03 mM OxaPt poveikis neturi reikšmingo 

poveikio ATG7 transkripto kiekiui (3.5 pav. A), bet sumažina santykinį 

ATG7 baltymo kiekį HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse: po 0,1 mM 5-FU 

poveikio ATG7 kiekis sumažėja 39% HCT116 (p<0,001) ir 9% HCT116/FU 

(p=0,016); po 0,03 mM OxaPt – 43% HCT116 (p<0,001) ir 33% 

HCT116/FU (p=0,001). Šiose ląstelių linijose ATG7 kiekis sumažėja ir po 

didesnių 5-FU arba OxaPt dozių: po 0,3 mM 5-FU – 67% HCT116 

(p<0,001) ir 37% HCT116/FU (p<0,001); po 0,06 mM – 74% HCT116 

(p<0,001) ir 31% HCT116/FU ląstelėse (p<0,001). Tuo tarpu HCT116/OXA 

ląstelėse ATG7 baltymo kiekį reikšmingai sumažina tik 0,3 mM 5-FU 

poveikis (šio baltymo kiekis sumažėja 33%, p=0,005), o po abiejų OxaPt 

poveikių padidėja (po 0,03 mM OxaPt padidėja 23%, p=0,008; po 0,06 mM 

OxaPt – 29%, p<0,001). 

Įvertinome kaip ATG7 baltymo kiekio sumažinimas veikia 5-FU arba 

OxaPt citotoksiškumą HCT116, HCT116/FU, HCT116/OXA ląstelėms. 

Eksperimentus atlikome pagal 2.4 pav. pateiktą schemą. ATG7 baltymo 

raiškos sumažinimui naudojome tokias ląstelių transfekcijos su ATG7 savita 

siRNR (ATG7 siRNR) sąlygas, kad šio baltymo kiekis visose ląstelių 

linijose praėjus 48 val. po ląstelių transfekcijos sumažėtų apie 75% (HCT116 

ląstelėse p<0,001; HCT116/FU – p<0,001; HCT116/OXA – p<0,001) 

(3.11 pav. C). CTB metodu įvertinę ląstelių gyvybingumą pastebėjome, kad 

ATG7 baltymo kiekio sumažinimas padidina 35% kontrolinių HCT116 

(p<0,001) ir 40% HCT116/OXA (p<0,001) ląstelių gyvybingumą, bet 

neveikia HCT116/FU ląstelių gyvybingumo (3.5 pav. D). ATG7 kiekio 

sumažinimas nekeičia 5-FU citotoksiškumo, bet sumažina OxaPt 

citotoksiškumą – HCT116 ląstelėse 0,03 mM OxaPt citotoksiškumas 

sumažėja 23% (p=0,026), HCT116/FU ląstelėse 0,03 mM OxaPt – 12% 

(p=0,038), o HCT116/OXA ląstelėse 0,3 mM OxaPt – 14% (p=0,004). 

Remiantis šiais rezultatais galime daryti kelias išvadas. Pirma, 

kontrolinės HCT116/FU ląstelės pasižymi didesniu, o HCT116/OXA ląstelės 

– mažesniu LC3B-II baltymo kiekiu negu kontrolinės HCT116 ląstelės. 

Antra, 5-FU slopina autofagijos srautą HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse. 

Trečia, po OxaPt poveikio autofagijos srautas išlieka reikšmingas visose 

tirtose ląstelių linijose. Ketvirta, ATG7 baltymo kiekio sumažinimas siRNR 

nekeičia 5-FU citotoksiškumo ir sumažina OxaPt citotoksiškumą visoms 

ląstelėms. 
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3.5 pav. ATG7 kiekis ir slopinimas HCT116, HCT116/FU, HCT116/OXA ląstelėse.  
5-FU arba OxaPt poveikis santykiniui ATG7 transkripto (A) arba baltymo (B) kiekiui.  

C, ATG7 siRNR įtaka ATG7 baltymo kiekiui praėjus 48 val. po siRNR transfekcijos. D, 

ATG7 siRNR derinių su 5-FU arba OxaPt įtaka ląstelių gyvybingumui. Ląstelės buvo 

transfekuotos ATG7 siRNR arba NT siRNR 24 val. prieš poveikį vaistu. Ląstelių 

gyvybingumas įvertintas praėjus 48 val. po poveikio vaistu. CTB, CellTiter-Blue®; brūkšniai 

±SN; n≥3.  

#, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp HCT116/FU arba HCT116/OXA ląstelių palyginus 

su HCT116 ląstelėmis; 

*, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp vaistu veiktų ir kontrolinių ląstelių; 

#/* p<0,05; ##/** p≤0,01; ###/*** p≤0,001. 

3.2.2 Autofagija po mTHPC-FDP ir jo derinio su 5-FU 

Pavienis mTHPC-FDP reikšmingai padidina LC3B-II formos kiekį 

HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse (3.6 pav. A). HCT116 ląstelėse 90 s FDP 

padidina šio baltymo kiekį 4,5 karto (p=0,006), 180 s – 10,8 karto (p<0,001), 

270 s – 10,5 karto (p<0,001). Tuo tarpu HCT116/FU ląstelėse 180 s FDP 

padidina LC3B-II baltymo kiekį 10,8 karto (p<0,001), 270 s – 11,1 karto 

(p<0,001), o 90 s – neturi reikšmingo poveikio šio baltymo kiekiui. Visgi, 
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šių autofagosomų turinys nesuskaidomas – nėra statistiškai reikšmingų 

skirtumų tarp momentinio autofagosomų kiekio ir autofagosomų kiekio 

nuslopinus autofagosomų skaidymą CQ. Išimtis pastebima tik HCT116/FU 

ląstelėse, kur 90 s FDP sukelia 1,6 karto didesnį autofagijos srautą negu 

stebimas kontrolinėse ląstelėse (p=0,006). 

 
3.6 pav. mTHPC-FDP (A) arba jo derinio su 5-FU (B) įtaka santykiniam LC3B-II 

baltymo kiekiui HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse. LC3B-II baltymo kiekio pokytis 

registruotas praėjus 24 val. po ląstelių paveikimo šviesa. Autofagijos srauto slopinimui 

ląstelės paveiktos 30 μM CQ 4 val. prieš baltymų skyrimą. K, kontrolinės t.y. vaistu/FDP 

neveiktos ląstelės; brūkšniai ±SN; n≥3.  

x, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp CQ paveiktų ir neveiktų ląstelių;  

*, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp vaistu/FDP veiktų ir kontrolinių ląstelių; 

x/* p<0,05; xx/** p≤0,01; xxx/*** p≤0,001. 

Tirdami mTHPC-FDT derinio su 5-FU poveikį autofagijai nustatėme, 

kad 5-FU pridėjimas skirtingai veikia santykinį autofagosomų kiekį HCT116 

ir HCT116/FU ląstelėse (3.6 pav. B). Palyginus su pavieniu 90s FDP, 

HCT116 ląstelėse 0,03 mM arba 0,1 mM 5-FU pridėjimas lemia LC3B-II 
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formos sumažėjimą – 0,03 mM 5-FU sumažina šios formos kiekį 2,4 karto 

(p=0,016), 0,1 mM 5-FU – 3,3 karto (p=0,009). Tuo tarpu HCT116/FU 

ląstelėse 5-FU derinimas su 90s FDP lemia didesnį LC3B-II formos baltymo 

kiekį negu stebimas po pavienio FDP: pridėjus 1 mM 5-FU šio baltymo 

kiekis padidėja 1,9 karto (p=0,021), 3 mM 5-FU – 4,3 karto (p=0,004), 

10 mM 5-FU – 9 kartus (p<0,001).  

Taip pat skiriasi ir 5-FU pridėjimo poveikis autofagijos srautui. HCT116 

ląstelėse 5-FU pridėjimas padidina autofagijos srautą: 90s FDP derinys su 

0,03 mM 5-FU autofagijos srautą padidina 2 kartus (p<0,001) palyginus su 

srautu stebimu po pavienio 90s FDP, 0,1 mM 5-FU – 3,8 karto (p<0,001), 

0,3 mM 5-FU – 2,2 karto (p<0,001). O HCT116/FU ląstelėse 5-FU 

pridėjimas šį srautą sumažina – derinant 90s FDP su 3 mM 5-FU srautas 

sumažėja 1,5 karto (p=0,006) palyginus su pavieniui 90s FDP, o 1 mM ir 

10 mM 5-FU pridėjimas sumažina autofagijos srautą tiek, kad šis tampa 

statistiškai nebereikšmingu. 

Taigi apibendrinant šiuos rezultatus, galime daryti kelias išvadas. Pirma, 

pavienis mTHPC-FDP padidina autofagosomų kiekį HCT116 ir HCT116/FU 

ląstelėse. Antra, HCT116 ląstelėse 5-FU padidina po mTHPC-FDP stebimą 

autofagijos srautą, bet sumažina autofaginių membranų kiekį. HCT116/FU 

ląstelėse 5-FU sumažina mTHPC-FDP sukeliamą autofagijos srautą bei 

padidina autofagosomų kiekį. 

3.3 Wnt/β-katenino signalinio kelio aktyvumas  

Wnt siganlinio kelio aktyvumą vertinome pagal S33, S37 ir T41 

pozicijose nefosforilinto β-katenino (aktyvaus β-katenino) baltymo santykinį 

kiekį. Palyginę monosluoksnio kultūroje auginamas HCT116/FU ir 

HCT116/OXA ląsteles su HCT116 ląstelėmis pastebėjome, kad 

chemoterapiniams vaistams atsparios ląstelės turi apie 1,5 karto didesnius 

aktyvaus β-katenino kiekius (atitinkamai p<0,001, p=0,004) (3.7 pav. A). 

Kontroliniai HCT116/FU sferoidai pasižymi 1,2 karto didesniu (p=0,018), o 

HCT116/OXA sferoidai – 1,3 karto didesniu (p<0,001) aktyvaus β-katenino 

kiekiu negu HCT116 ląstelių sferoidai (3.7 pav. B). 

Monosluoksnio kultūroje auginamose HCT116 ląstelėse santykinius 

aktyvaus β-katenino kiekius sumažina tik didelės 5-FU ir OxaPt dozės 

(3.7 pav. A): po 0,3 mM 5-FU dozės baltymo kiekis sumažėja 36% 

(p<0,001), o po 0,06 mM OxaPt dozės – 49% (p<0,001). Abi naudotos 5-FU 

dozės sumažina aktyvaus β-katenino baltymo kiekius HCT116/FU ir 

HCT116/OXA ląstelėse: HCT116/FU ląstelėse 0,1 mM 5-FU sumažina šio 

baltymo kiekį 44% (p=0,002), o 0,3 mM – 27% (p=0,012). Tuo tarpu 
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HCT116/OXA ląstelėse 0,1 mM 5-FU sumaža aktyvaus β-katenino kiekį 

35% (p=0,017), o 0,3 mM – 53% (p=0,005). Tik didelė OxaPt dozė (t.y. 

0,06 mM) reikšmingai veikia aktyvaus β-katenino baltymo kiekį 

HCT116/FU ląstelėse – jį sumažina 57% (p=0,001). Nė viena iš tirtų OxaPt 

dozių neturėjo reikšmingo poveikio šio baltymo kiekiui HCT116/OXA 

ląstelėse. 

 
3.7 pav. Aktyvaus β-katenino baltymo santykinis kiekis HCT116, HCT116/FU ir 

HCT116/OXA ląstelėse. A, 5-FU ir OxaPt poveikis aktyvaus β-katenino kiekiui ląsteles 

kultivuojant monosluoksniu praėjus 48 val. po poveikio vaistu. B, aktyvaus β-katenino kiekis 

kontroliniuose sferoiduose praėjus 168 val. po ląstelių užsėjimo. K, kontrolinės t.y. vaistu 

neveiktos ląstelės; brūkšniai ±SN; n≥3.  

#, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp HCT116/FU arba HCT116/OXA ląstelių palyginus 

su HCT116 ląstelėmis;  

*, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp vaistu veiktų ir kontrolinių ląstelių; 

#/* p<0,05; ##/** p≤0,01; ###/*** p≤0,001. 

Toliau tyrėme ar nuo β-katenino priklausomo signalinio kelio slopinimas 

keičia 5-FU arba OxaPt citotoksiškumą ląstelėms. Tam panaudojome 

XAV939 (XAV), kuris slopina tankirazes, tokiu būdu sumažindamas AXIN 

ubikvitilinimą ir skatindamas β-katenino suskaidymą (Huang et al., 2009b). 

Eksperimentus atlikome monosluoksnio ir sferoidų modeliuose pagal 

2.1 pav. A ir 2.2 pav. pateiktas schemas. Monosluoksnio eksperimentuose 

ląsteles paveikėme XAV 24 val. prieš poveikį 5-FU arba OxaPt tam, kad 

vaisto pridėjimo metu nuo β-katenino priklausomas Wnt signalinis kelias jau 

būtų slopinamas. Pastebėjome, kad HCT116 ląstelėse praėjus 24 val. po 

15 μM XAV poveikio aktyvaus β-katenino baltymo lygis sumažėja 22%  
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3.8 pav. XAV poveikis HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelėms. A, aktyvaus  

β-katenino kiekis HCT116 ląstelėse praėjus 24 val. po 15 μM XAV pridėjimo. XAV derinio 

su 5-FU poveikis ląstelių gyvybingumui įvertintam KV (B), MTT (C) metodais arba 

santykiniam sferoido tūriui (D). XAV derinio su OxaPt poveikis ląstelių gyvybingumui 

įvertintam KV (E), MTT (F) metodais arba santykiniam sferoido tūriui (G). Ląstelių 

gyvybingumas vertintas praėjus 48 val., o sferoidų tūris – 120 val. po vaisto pridėjimo. 

Brūkšniai ±SN; n≥3.  

*, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp XAV veiktų ir neveiktų ląstelių;  

* p<0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 
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(p<0,001) (3.8 pav. A). Panašios tendencijos stebimos ir HCT116/FU bei 

HCT116/OXA ląstelėse (duomenys nepateikti). Vertindami ląstelių 

gyvybingumą KV ir MTT metodais nustatėme, kad pavienis 15 μM XAV 

poveikis nekeičia monosluoksniu kultivuojamų ląstelių gyvybingumo 

(3.8 pav. B, C). Tuo tarpu pavienis XAV poveikis reikšmingai sumažina 

sferoidų tūrį (3.8 pav. D). HCT116/FU sferoidų tūrį 1 μM XAV sumažina 

24% (p<0,001), o HCT116/OXA sferoidų – 11% (p=0,012), tačiau HCT116 

sferoidų tūris išlieka nepakitęs. HCT116 sferoidų tūris sumažėja 24% 

(p<0,001) po 5 μM XAV poveikio, HCT116/FU sferoidų – 32% (p<0,001), 

HCT116/OXA sferoidų – 21% (p<0,001). 

Vertinant ląstelių gyvybingumą KV nustatėme, kad XAV apie 10% 

padidina 0,1 mM 5-FU citotoksiškumą HCT116 (p=0,002), HCT116/FU 

(p<0,001) ir HCT116/OXA (p<0,001) ląstelėms (3.8 pav. B). Panašios 

tendencijoms atsikartoja gyvybingumą vertinant ir MTT metodu – čia XAV 

padidina 5-FU citotoksiškumą apie 9% HCT116 ląstelėse (p=0,003), 15% 

HCT116/FU ląstelėse (p=0,008) ir 30% HCT116/OXA ląstelėse (p=0,001) 

(3.8 pav. C). 3D modelyje pastebėjome, kad 1 μM XAV padidina 5-FU 

citotoksiškumą HCT116/FU sferoidams (jų tūris sumažėja 7%, p=0,006), bet 

nekeičia 5-FU citotoksiškumo HCT116 ir HCT116/OXA sferoidams 

(3.8 pav. D). Tuo tarpu 5 μM XAV reikšmingai padidina 5-FU 

citotoksiškumą visiems sferoidams: HCT116 sferoidų tūris sumažėja 7% 

(p=0,035), HCT116/FU sferoidų – 12% (p=0,001), HCT116/OXA sferoidų – 

19% (p=0,001). 

XAV poveikis sumažina OxaPt citotoksiškumą HCT116 (p<0,001), 

HCT116/FU (p<0,001) ir HCT116/OXA (p<0,001) ląstelėms (3.8 pav. E). 

Ląstelių gyvybingumą vertinant KV metodu, XAV sumažino 0,03 mM, 

0,06 mM ir 0,1 mM OxaPt dozių citotoksiškumą HCT116 ląstelėms apie 

20%; 0,06 mM ir 0,1 mM OxaPt dozių – HCT116/FU ląstelėms apie 10%; 

0,1 mM ir 0,3 mM OxaPt dozių – HCT116/OXA ląstelėms atitinkamai apie 

10% ir 30%. Panašios tendencijos stebimos ląstelių gyvybingumą vertinant 

MTT metodu – 0,06 mM dozės citotoksiškumas HCT116 ląstelėms 

sumažėja 13% (p=0,002), HCT116/FU ląstelėms – 16% (p=0,027); o 

0,3 mM dozės citotoksiškumas HCT116/OXA ląstelėms – 18% (p=0,001) 

(3.8 pav. F). Tuo tarpu sferoidų modelyje 1 μM XAV: nekeičia OxaPt 

citotoksiškumo HCT116 sferoidams; sumažina OxaPt citoksiškumą 

HCT116/FU sferoidams (jų tūris padidėja 11% (p=0,002)); padidina OxaPt 

citotoksiškumą HCT116/OXA sferoidams (jų tūris sumažėja 16% (p=0,001)) 

(3.8 pav. G). 
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Remiantis šiais rezultatais galima daryti kelias išvadas. Pirma, 2D 

modelyje aktyvaus β-katenino kiekis HCT116/FU ir HCT116/OXA 

kontrolinėse ląstelėse yra reikšmingai didesnis nei HCT116 ląstelėse. Antra, 

5-FU poveikis sumažina aktyvaus β-katenino kiekį HCT116, HCT116/FU ir 

HCT116/OXA ląstelėse. Abejuose modeliuose Wnt/β-katenino signalinio 

kelio slopinimas XAV padidina 5-FU citotoksiškumą visoms ląstelėms. 

Trečia, 0,06 mM OxaPt poveikis aktyvaus β-katenino kiekio neveikia tik 

HCT116/OXA ląstelėse, o HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse jį sumažina. 

Abejuose modeliuose XAV reikšmingai sumažina OxaPt citotoksiškumą tik 

HCT116/FU ląstelėms. 

3.4 Notch1 signalinio kelio aktyvumas  

 
3.9 pav. NICD1 baltymo santykinis kiekis HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA 

ląstelėse. A, 5-FU ir OxaPt poveikis NICD1 baltymo kiekiui ląsteles kultivuojant 

monosluoksniu praėjus 48 val. po poveikio vaistu. B, NICD1 baltymo kiekis kontroliniuose 

sferoiduose praėjus 168 val. po ląstelių užsėjimo. K, kontrolinės t.y. vaistu neveiktos ląstelės; 

brūkšniai ±SN; n≥3.  

#, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp HCT116/FU arba HCT116/OXA ląstelių palyginus 

su HCT116 ląstelėmis;  

*, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp vaistu veiktų ir kontrolinių ląstelių; 

#/* p<0,05; ##/** p≤0,01; ###/*** p≤0,001. 

Šiame darbe Notch1 signalinio kelio aktyvumą įvertinome pagal Notch1 

receptoriaus viduląstelinio domeno (NICD1) kiekį. Palyginę monosluoksnio 

kultūroje auginamas vaistais neveiktas HCT116 ląsteles su 

chemoterapiniams vaistams atspariomis ląstelėmis pastebėjome, kad NICD1 

baltymo kiekis HCT116/FU ląstelėse yra 2,2 karto didesnis (p<0,001), o 
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HCT116/OXA ląstelėse 1,6 karto didesnis (p=0,009) nei HCT116 ląstelėse 

(3.9 pav. A). Kontroliniai HCT116/FU sferoidai pasižymi 2,9 karto didesniu 

NICD1 kiekiu negu HCT116 ląstelių sferoidai (p=0,003). Tuo tarpu 

HCT116/OXA sferoidus lyginant su HCT116 sferoidais, reikšmingų NICD1 

baltymo kiekio pokyčių nėra (3.9 pav. B). 

HCT116 ląstelėse NICD1 kiekius reikšmingai sumažina tik didelės 5-FU 

ir OxaPt dozės – 0,3 mM 5-FU sumažina 68% (p<0,001), o 0,06 mM OxaPt 

– 44% (p<0,001) (3.9 pav. A). Tuo tarpu visos tirtos 5-FU ir OxaPt dozės 

mažina šio baltymo kiekį HCT116/FU ląstelėse: 0,1 mM 5-FU sumažina 

NICD1 kiekį 34% (p=0,004), 0,3 mM 5-FU – 63% (p<0,001), 0,03 mM 

OxaPt – 53% (p=0,001), o 0,06 mM OxaPt – 79% (p<0,001). HCT116/OXA 

ląstelėse nė viena iš tirtų OxaPt dozių nekeičia NICD1 kiekio. Tuo tarpu, abi 

naudotos 5-FU dozės keičia šio baltymo kiekį HCT116/OXA ląstelėse: 

0,1 mM 5-FU sumažina NICD1 kiekį 31% (p=0,027), o 0,3 mM 5-FU – 

65% (p=0,002).  

Toliau tyrėme ar Notch signalinio kelio slopinimas keičia 5-FU arba 

OxaPt citotoksiškumą ląstelėms. Tuo tikslu Notch receptorių kirpimo 

slopinimui naudojome γ-sekretazės slopiklį RO4929097 (RO). 

Eksperimentus atlikome monosluoksnio ir sferoidų modeliuose pagal 

2.1 pav. A ir 2.2 pav. pateiktas schemas. Monosluoksnio eksperimentuose 

ląsteles paveikėme RO 24 val. prieš poveikį 5-FU arba OxaPt tam, kad 

vaisto pridėjimo metu Notch signalinis kelias jau būtų slopinamas. 

Pastebėjome, kad HCT116 ląstelėse praėjus 24 val. po 5 μM RO poveikio 

NICD1 kiekis sumažėja 40% (p<0,001) (3.10 pav. A). Panašios tendencijos 

stebimos ir HCT116/FU bei HCT116/OXA ląstelėse (duomenys nepateikti). 

Vertindami ląstelių gyvybingumą KV ir MTT metodais nustatėme, kad 

pavienis 5 μM RO poveikis neturi įtakos HCT116, HCT116/FU, 

HCT116/OXA ląstelių gyvybingumui (3.10 pav. C, D). Tuo tarpu 3D 

modelyje 1 μM RO pavienis poveikis 25% sumažina HCT116/FU sferoidų 

tūrį (p<0,001), 11% HCT116/OXA sferoidų tūrį (p=0,001), bet nekeičia 

HCT116 sferoidų tūrio. 

Pirmiausiai tyrėme kaip RO pridėjimas veikia 5-FU citotoksiškumą. 

Nustatėme, kad 5 ir 10 μM RO nekeičia 5-FU citotoksiškumo 

monosluoksniu auginamoms HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA 

ląstelėms (duomenys nepateikti). Tuo tarpu 3D modelyje, 1 μM RO 

pridėjimas padidina 5-FU vaisto citotoksiškumą chemoterapiniams vaistams 

atsparių ląstelių sferoidams: HCT116/FU sferoidų tūrį sumažina 6% 

(p=0,017), o HCT116/OXA sferoidų tūrį – 28% (p<0,001) (3.10 pav. B).  
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3.10 pav. RO poveikis HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelėms. A, NICD1 

kiekis HCT116 ląstelėse praėjus 24 val. po 5 μM RO pridėjimo. B, 1 μM RO derinio su 5-FU 

poveikis sferoidų tūriui. 5 μM RO derinio su OxaPt poveikis ląstelių gyvybingumui 

įvertintam KV (C) arba MTT (D) metodais. E, 1 μM RO derinio su OxaPt poveikis sferoidų 

tūriui. Ląstelių gyvybingumas vertintas praėjus 48 val., o sferoidų tūris – 120 val. po vaisto 

pridėjimo. Brūkšniai ±SN; n≥3.  

*, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp RO veiktų ir neveiktų ląstelių; 

* p<0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 

Priešingos tendencijos stebimos RO derininant su OxaPt – 2D modelyje 

gyvybingumą vertinat KV metodu pastebėta, kad 5 μM RO reikšmingai 

sumažina OxaPt citotoksiškumą HCT116 (p<0,001), HCT116/FU (p<0,001), 

HCT116/OXA (p<0,001) ląstelėms (3.10 pav. C). Visosose tirtose ląstelėse 

RO derinys su 0,01 mM OxaPt doze nekeičia OxaPt citotoksiškumo; RO 

pridėjimas sumažina 0,03 mM OxaPt citotoksiškumą maždaug 10%, o 

0,06 mM OxaPt dozės – daugiau negu 20%. Stipriausias efektas pastebėtas 

HCT116/FU ląstelėse, kur RO pridėjimas sumažina 0,06 mM OxaPt 

citotoksiškumą 34%. Panašios tendencijos stebimos ir ląstelių gyvybingumą 

vertinant MTT metodu: RO pridėjimas sumažina 0,06 mM OxaPt 
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citoksiškumą HCT116 ląstelėms 14% (p=0,005), HCT116/FU ląstelėms – 

24% (p=0,007), o HCT116/OXA ląstelėms – 23% (p=0,003). Šios 

tendencijos atsikartoja ir sferoidų modelyje – 1 μM RO pridėjimas sumažina 

OxaPt poveikį: HCT116 sferoidų tūrį padidina 29% (p<0,001), HCT116/FU 

sferoidų – 13% (p=0,004), HCT116/OXA sferoidų – 16% (p<0,001). 

Taigi, remiantis šiais rezultatais galima daryti kelias išvadas. Pirma, 

abejuose modeliuose: 1) kontrolinės HCT116/FU ląstelės pasižymi didesniu 

NICD1 baltymo kiekiu lyginant su kontrolinėmis HCT116 ląstelėmis; 

2) Notch signalinio kelio slopinimas RO sumažina OxaPt citotoksiškumą 

visoms tirtoms ląstelėms. Antra, į 0,3 mM 5-FU poveikį HCT116, 

HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelės reaguoja panašiai – jose sumažėja 

NICD1 baltymo kiekis. Trečia, 0,06 mM OxaPt poveikis sumažina NICD1 

kiekį tik HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse.  

3.5 Transkripcijos represorius HES1 

Transkripcijos represorius HES1 pirmiausiai buvo identifikuotas kaip 

Notch signalinio kelio taikinys (Iso et al., 2002). Vėliau buvo nustatyta, kad 

šį baltymą koduojančio geno raišką gali skatinti ir Wnt, Hedgehog, 

BMP/TGFβ signaliniai keliai bei hipoksija (Borggrefe et al., 2016). Palyginę 

HES1 transkripto lygius kontrolinėse monosluoksnio kultūroje auginamose 

chemoterapiniams vaistams atspariose ląstelėse su HCT116 ląstelėmis 

pastebėjome, kad šio transkripto kiekiai HCT116/FU ląstelėse yra apie 

2,2±0,3 karto didesni, o HCT116/OXA ląstelėse – 3,1±0,3 karto didesni nei 

HCT116 ląstelėse (3.11 pav. A). Be to, HCT116/OXA ląstelėse stebima kito 

Notch signalinio kelio taikinio – HEY1 transkripto kiekio tendencija didėti, 

tačiau HCT116/FU ląstelėse šio transkripto kiekiai neviršija reikšmingu 

laikomo pokyčio slenkstinės ribos.  

Auginant ląsteles monosluoksniu, HES1 baltymo lygis kontrolinėse 

HCT116/FU ląstelėse yra 2,2 karto (p=0,006), o HCT116/OXA ląstelėse – 

3,3 karto didesnis (p=0,003) nei HCT116 ląstelėse (3.11 pav. B). HES1 

baltymo kiekio padidėjimas stebimas ir kontroliniuose chemoterapiniams 

vaistams atsparių ląstelių sferoiduose – HCT116/FU jis 2 kartus (p=0,002), o 

HCT116/OXA – 2,2 kartus didesnis (p<0,001) nei HCT116 sferoiduose 

(3.11 pav. C). 

Monosluoksnio modelyje HCT116 ląsteles paveikus abiem 5-FU dozėmis 

ir didžiausia OxaPt doze, sumažėja HES1 santykinis baltymo kiekis: 0,1 mM 

5-FU sumažina šio baltymo kiekį 8% (p=0,03), 0,3 mM FU – 89% 

(p<0,001), o po 0,06 mM OxaPt poveikio HES1 baltymas beveik 

nedetektuojamas (p<0,001) (3.11 pav. B). Tuo tarpu HCT116/FU ląstelėse 
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šio baltymo kiekį sumažina didelė 5-FU dozė ir abi OxaPt dozės: po 0,3 mM  

5-FU šis kiekis sumažėja 86% (p=0,001), po 0,03 mM OxaPt – 67% 

(p=0,003), po 0,06 mM OxaPt – 71% (p=0,002). HCT116/OXA ląstelėse 

HES1 baltymo kiekį sumažina abi 5-FU dozės ir didžiausia OxaPt dozė: 

0,1 mM 5-FU sumažina šio baltymo kiekį 74% (p=0,003), 0,3 mM 5-FU – 

79% (p=0,002), 0,06 mM OxaPt – 57% (p=0,007). 

 
3.11 pav. HES1 ir HEY1 santykiniai kiekiai HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA 

ląstelėse. A, HES1 ir HEY1 transkriptų santykiniai kiekiai HCT116/FU ir HCT116/OXA 

ląstelėse palyginus su HCT116 ląstelėmis. B, 5-FU ir OxaPt poveikis HES1 baltymo kiekiui 

ląsteles kultivuojant monosluoksniu praėjus 48 val. po poveikio vaistu. C, HES1 baltymo 

kiekis kontroliniuose sferoiduose praėjus 168 val. po ląstelių užsėjimo. K, kontrolinės t.y. 

vaistu neveiktos ląstelės; punktyrinė linija – reikšmingu laikomo pokyčio slenkstinė riba; 

brūkšniai ±SN; n≥3.  

#, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp HCT116/FU arba HCT116/OXA ląstelių palyginus 

su HCT116 ląstelėmis; 

*, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp vaistu veiktų ir kontrolinių ląstelių; 

#/* p<0,05; ##/** p≤0,01; ###/*** p≤0,001. 

Įvertinome kaip HES1 baltymo kiekio sumažinimas veikia 5-FU arba 

OxaPt citotoksiškumą HCT116, HCT116/FU, HCT116/OXA ląstelėms. 

Nustatėme, kad monosluoksniu kultivuojamose HCT116 ląstelėse Notch ir  
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3.12 pav. HES1 slopinimo poveikis HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelėms. 

A, 5 μM RO arba 15 μM XAV poveikis HES1 baltymo kiekiui HCT116 ląstelėse praėjus 

24 val. po slopiklio pridėjimo. B, HES1 siRNR įtaka HES1 baltymo kiekiui praėjus 48 val. po 

siRNR transfekcijos. HES1 siRNR derinių su 5-FU arba OxaPt įtaka ląstelių gyvybingumui 

vertinant KV (C) arba MTT (D) metodais. Ląstelės buvo transfekuotos HES1 siRNR arba NT 

siRNR 24 val. prieš poveikį vaistu. Ląstelių gyvybingumas įvertintas praėjus 48 val. po 

poveikio vaistu. Brūkšniai ±SN; n≥3.  

*, statistiškai reikšmingas skirtumas tarp slopikliu arba HES1 siRNR veiktų ir neveiktų 

ląstelių; 

* p<0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 

Wnt signalinių kelių slopinimas sumažina HES1 baltymo kiekį: praėjus 

24 val. po 5 μM RO pridėjimo jis sumažėjo 30% (p<0,001), o po 15 μM 

XAV – 56% (p<0,001) (3.12 pav. A). Norėdami savitai sumažinti HES1 

baltymo raišką naudojome tokias ląstelių transfekcijos su HES1 savita 

siRNR (HES1 siRNR) sąlygas, kad HES1 baltymo kiekis visose ląstelių 

linijose sumažėtų panašiai: praėjus 48 val. po ląstelių transfekcijos HES1 

baltymo kiekis sumažėja apie 40% HCT116 ląstelėse (p<0,001), apie 50% 

HCT116/FU ląstelėse (p<0,001) ir apie 45% HCT116/OXA ląstelėse 
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(p<0,001) (3.12 pav. B). HES1 nutildymo poveikį 5-FU ir OxaPt 

citotoksiškumui tyrėme pagal 2.4 pav. pateiktą schemą. KV ir MTT 

metodais įvertinę ląstelių gyvybingumą pastebėjome, kad HES1 baltymo 

kiekio sumažinimas HES1 siRNR apie 20% padidina vaistu neveiktų 

HCT116 (KV p=0,004; MTT p=0,005) ir HCT116/OXA (KV p<0,001; MTT 

p=0,003) ląstelių gyvybingumą (3.12 pav. C, D). Be to, ląstelių transfekcija 

su HES1 siRNR sumažina visų tirtų ląstelių linijų jautrumą 5-FU bei OxaPt: 

HCT116 ląstelėse 5-FU ir OxaPt citotoksiškumas sumažėja apie 30% 

gyvybingumą vertinant KV metodu (5-FU p<0,001; OxaPt p=0,002) bei apie 

20% vertinant MTT metodu (5-FU p<0,001; OxaPt p<0,001); HCT116/FU 

ląstelėse – vertinant KV metodu apie 20% (5-FU p=0,003; OxaPt p=0,003), 

tuo tarpu vertinant MTT metodu 5-FU citotoksiškumas sumažėja 34% 

(p<0,001), o OxaPt – 20% (p=0,002); HCT116/OXA ląstelėse 5-FU ir OxaPt 

citotoksiškumas sumažėja 20% gyvybingumą vertinant abiem metodais  

(5-FU: KV p=0,001 ir MTT p=0,008; OxaPt: KV p=0,015 ir MTT p=0,008). 

Šios tendencijos atsikartoja ląsteles transfekuojant ON-TARGETplus HES1 

SMARTpool siRNR, kuris HES1 baltymo lygį visose ląstelių linijose 

sumažina apie 80% (duomenys nepateikti). 

Taigi, remiantis šiais rezultatais galima daryti kelias išvadas. Pirma, 

abejuose modeliuose kontrolinės HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelės 

pasižymi didesniu HES1 baltymo kiekiu nei kontrolinės HCT116 ląstelės; 

Antra, 0,3 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt sumažina HES1 baltymo kiekį 

visose tirtose ląstelėse. Trečia, HES1 baltymo kiekio sumažinimas siRNR 

sumažina 5-FU ir OxaPt citotoksiškumą visoms tirtoms ląstelėms. 
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4. DISKUSIJA 

Šiame darbe tyrėme Wnt/β-katenino ir Notch1 signalinių kelių bei 

autofagijos reikšmę žmogaus kolorektalinės karcinomos ląstelių HCT116 bei 

mūsų laboratorijoje išvestų chemoterapiniams vaistams atsparių HCT116/FU 

ir HCT116/OXA ląstelių atsakui į citotoksinį poveikį. Citotoksinis poveikis 

buvo sukeliamas kolorektalinės karcinomos gydyme naudojamais 

chemoterapiniais vaistais 5-FU, OxaPt arba fotodinaminėje terapijoje 

naudojamu fotosensibilizatoriumi mTHPC, kuris buvo aktyvuojamas 

660±5 nm šviesa. Prieš atliekant molekulinius ląstelių atsako į citotoksinį 

poveikį matavimus palyginome HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA 

ląstelių jautrumą 5-FU arba OxaPt poveikiams. Nustatėme, kad 2D ir 3D 

ląstelių kultūrose auginamos HCT116/FU ląstelės yra atsparios 5-FU 

poveikiui. Tuo tarpu HCT116/OXA ląstelės yra atsparios 5-FU ir OxaPt 

poveikiams. Atsparumą chemoterapiniams vaistams gali lemti įvairūs 

molekuliniai pokyčiai, ribojantys vaisto veikimą. Šiuo metu gerai žinoma, 

kad įgytas atsparumas 5-FU dažnai yra lemiamas jo išnašos iš ląstelės 

padidėjimo, metabolinei jo aktyvacijai reikalingų fermentų raiškos 

sumažėjimo arba tiesioginio jo taikinio – timidilato sintazės mutacijų bei 

raiškos padidėjimo (Longley ir Johnston, 2005; Temraz et al., 2014; Jensen 

et al., 2012). Tuo tarpu įgytas atsparumas OxaPt dažnai siejamas su 

didesniais antioksidantų, glutationo, metalotioneinų kiekiais bei 

intensyvesniu DNR pažaidų taisymu iškerpant nukleotidus (Jensen et al., 

2012). Taip pat dažnai stebimas fenomenas – ko-atsparumas vaistams – t.y. 

fenotipas, kai vienam vaistui įgijusios atsparumą ląstelės tampa atsparesnės 

kitu būdu veikiančiam vaistui. Skirtingą atsparumą turinčių ląstelių atsako į 

vaistą metu vykstančių procesų palyginimas bei šių procesų reikšmės vaisto 

citotoksiškumui nustatymas galėtų atskleisti kurie iš šių procesų yra svarbūs 

ląstelių atsparumui. 

Palyginę regresinės analizės metu nustatytas šių vaistų IC50 dozes 

pastebėjome, kad ląstelių atsparumo laispniai 2D ir 3D ląstelių kultūrose 

skiriasi: ląstelių atsparumo 5-FU laipsniai 3D modelyje yra mažesni nei 

ląsteles auginant 2D, o ląstelių atsparumo OxaPt laipsniai 3D modelyje – 

didesni nei ląsteles auginant 2D. Šiuos skirtumus būtų galima paaiškinti tuo, 

kad 5-FU veikia tik besidalinančias ląsteles, todėl negali nužudyti ramybės 

būsenoje esančių sferoido ląstelių (Tung et al., 2011). Tuo tarpu OxaPt 

veikia ir ramybės būsenoje esančias ląsteles. Be to, sferoido viduje 

susidariusios hipoksinės sąlygos gali padidinti ląstelių atsparumą OxaPt 

(Roberts et al., 2009). 



76 

 

 

Vis daugėja tyrimų, rodančių fotodinaminio poveikio veiksmingumą 

prieš chemoterapiniams vaistams atsparias ląsteles (Spring et al., 2015). 

Nustatėme, kad HCT116 ir HCT116/FU ląstelės prikaupia panašius mTHPC 

kiekius. Be to, abiejų ląstelių linijų jautrumas mTHPC-FDP yra panašus. 

Vadinasi HCT116/FU ląstelės nėra įgijusios atsparumo mTHPC-FDP, kuris 

dažniausiai siejamas su padidėjusiu mTHPC iš ląstelių gebančio pašalinti 

ABCG2 nešiklio kiekiu (Liu et al., 2007). FDP veiksmingumas prieš 5-FU 

atsparias ląsteles taip pat buvo parodytas stemplės plokščiųjų ląstelių 

karcinomos atveju naudojant fotosensibilizatorių NPe6 (Ohashi et al., 2014). 

Be to, mūsų duomenys parodė, kad mTHPC-FDP derinys su 5-FU yra 

veiksmingas prieš HCT116 ląsteles – ir FDP, ir 5-FU buvo svarbios 

determinantės šio derinio citotoksiškumui. Visgi, HCT116/FU ląstelėse šis 

derinys yra mažiau veiksmingas, o 5-FU pridėjimas derinio citotoksiškumui 

neturi reikšmės. Taigi, nors FDP yra veiksmingas prieš chemoterapiniams 

vaistams atsparias ląsteles, jis nekeičia įgyto ląstelių atsparumo 5-FU. 

Adityvus FDP ir chemoterapinių vaistų poveikis taip pat pastebėtas įvairiose 

ląstelių linijose: AlPcS2a-FDP sustiprino 5-FU toksiškumą gliomos F98 

ląstelėms (Christie et al., 2017), HpD-FDP sustiprino 5-FU arba cisplatinos 

toksiškumą paviršinės stemplės plokščiųjų ląstelių karcinomos OE21 

ląstelėms (Kawazoe et al., 2010), BPD-FDP sustiprino gemcitabino 

toksiškumą kepenų vėžio ląstelių linijoms (Celli et al., 2011). 

Norėdami įvertinti konkretaus signalinio kelio arba proceso svarbą 

chemoterapiniams vaistams jautrioms ir atsparioms ląstelėms pasirinkome 

dvi strategijas. Pirmiausiai vertinome signalinio kelio arba proceso 

aktyvaciją rodančių baltymų raišką. Autofagosomų susidarymas buvo 

vertinamas pagal autofagosomų augimui svarbaus baltymo ATG7 ir su 

autofagosomų kiekiu koreliuojančio LC3B-II baltymo kiekius. Autofagijos 

vyksmo efektyvumas (t.y. autofagijos srautas, kuris parodo ar susidariusios 

autofagosomos yra suskaidomos lizosomose) buvo nustatytas palyginus 

momentinį autofagosomų kiekį su bendru autofagosomų kiekiu stebimu 

autofagosomų skaidymą lizosomose nuslopinus CQ. Kanoninio Wnt 

signalinio kelio aktyvumas buvo vertinamas pagal S33, S37 ir T41 

pozicijose nefosforilinto β-katenino (aktyvaus β-katenino) baltymo kiekį. 

Notch signalinio kelio aktyvacija vertinta pagal Notch1 receptoriaus 

viduląstelinio domeno (NICD1) kiekį. Taip pat įvertinome Wnt ir Notch 

signalinių kelių taikinio HES1 baltymo kiekį. Siekdami įvertinti funkcinę šių 

kelių reikšmę atsparumui tyrėme kaip keičiasi ląstelių gyvybingumas 

slopinant šiuos signalinius kelius/procesus slopikliais arba siRNR. Wnt 

signalinis kelias buvo slopintas tankirazių slopikliu XAV. Notch signalinis 
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kelias slopintas γ-sekretazės slopikliu RO. HES1 bei ATG7 baltymų kiekis 

sumažintas jiems savitomis siRNR. 

4.1 lentelė. Wnt/β-katenino, Notch1 signalinių kelių aktyvacija ir autofagijos 

intensyvumas HCT116/FU bei HCT116/OXA ląstelėse palyginus su HCT116 ląstelėmis 

Baltymas Modelis 
Ląstelių linija 

HCT116/FU HCT116/OXA 

aktyvus  

β-kateninas 

2D ↑ ↑ 

3D ↑ ↑ 

NICD1 
2D ↑ ↑ 

3D ↑ - 

HES1 
2D ↑ ↑ 

3D ↑ ↑ 

LC3B-II 2D ↑ ↓ 

ATG7 2D ↑ ↑ 

↑/↓, baltymo kiekio padidėjimas/sumažėjimas, kuris didesnis arba lygus 1,5 karto;  

↑/↓, statistiškai reikšmingas baltymo kiekio padidėjimas/sumažėjimas, kuris mažesnis nei 

1,5 karto 

Nustatėme, kad chemoterapiniams vaistams atsparios HCT116/FU 

ląstelės pasižymi didesniu autofagosomų kiekiu, o HCT116/OXA ląstelės – 

mažesniu autofagosomų kiekių nei HCT116 ląstelės (4.1 lentelė). Įdomu tai, 

kad kitų autorių tyrimuose 5-FU atsparioms kolorektalinės karcinomos 

ląstelėms SNUC5 būdingas šiek tiek mažesnis autofagosomų kiekis (Yao et 

al., 2017), o OxaPt atsparioms HT29 ląstelėms – didesnis autofagosomų 

kiekis (Sun et al., 2017a). Be to, kontrolinėms HCT116, HCT116/FU, 

HCT116/OXA ląstelėms būdingas panašus bazinis autofagijos srautas – t.y. 

visose tirtose ląstelėse vyksta panašaus intensyvumo autofagosomų 

skaidymas. ATG7 baltymo raiškos sumažinimas siRNR parodė, kad 

autofagija slopina HCT116 ir HCT116/OXA ląstelių proliferaciją. Žinoma, 

kad esant aktyviai autofagijai AMBRA1 baltymas skatina PP2A fosfatazės 

vykdomą c-Myc defosforilinimą, tokiu būdu sumažindamas c-Myc baltymo 

stabilumą bei slopindamas ląstelių proliferaciją (Cianfanelli et al., 2015). 

Mūsų duomenys rodo, kad chemoterapiniams vaistams atspariose 

HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelėse yra padidėjusi Wnt/β-katenino 

signalinio kelio aktyvacija. Didesnė Wnt/β-katenino signalinio kelio 

aktyvacija stebima 5-FU atspariose HCT8 (He et al., 2018) ir HT29 ląstelėse 

(Ayadi et al., 2015). Mūsų naudotos tankirazių slopiklio XAV dozės 

sumažina aktyvaus β-katenino ir HES1 baltymo kiekius HCT116 ląstelėse. 

Tai rodo, kad šis slopiklis tikrai slopina Wnt/β-katenino signalinį kelią, o 

HES1 baltymo kiekis bent jau iš dalies priklauso nuo šio signalinio kelio. 

Svarbu paminėti, kad XAV turėjo nestiprų poveikį β-katenino kiekiui. Tai 

galima paaiškinti tuo, kad HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelėse 
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CTNNB1 koduojančiame gene yra stebima heterozigotinė 131-133 

pozicijoje esančio CTT delecija (A. Laurinavičiaus ir jo kolegų nepublikuoti 

duomenys). Dėl šios mutacijos dalis ląstelėse sintetinamo β-katenino 

nebeturi S45 (šios padėties fosforilinimas svarbus β-katenino ubikvitilinimui 

destrukcijos komplekse; žiūrėti 1.3.1 skyrių). Tai reiškia, kad destrukcijos 

kompleksas negali nukreipti dalies ląstelėse esančio β-katenino suskaidymui. 

Nepaisant to, kitų autorių tyrimai parodė, kad HCT116 ląstelių stimuliacija 

WNT3A ligandu padidina Wnt/β-katenino signalinio kelio aktyvumą – 

padidėja β-katenino baltymo kiekis ir TCF/LEF promotoriaus aktyvacija 

(Wu et al., 2012). Slopindami Wnt/β-katenino signalinį kelią pastebėjome, 

kad 15 μM XAV dozė neturi įtakos HCT116, HCT116/FU bei 

HCT116/OXA ląstelių gyvybingumui ląsteles auginant 2D kultūroje, o 3D 

kultūroje naudota 1 μM XAV dozė sumažina HCT116/FU ir HCT116/OXA 

sferoidų tūrį. Įdomu tai, kad S45 neturintis β-kateninas neturi didelės įtakos 

HCT116 ląstelių proliferacijai – šio β-katenino išmušimas nepakeitė ląstelių 

dalijimosi greičio stebimo 2D ląstelių kultūroje (Sekine et al., 2002) bei 

neturėjo įtakos ląstelių gebai formuoti navikus pelėse, kurių imuninė sistema 

yra nuslopinta (Kim et al., 2002). Didesnis chemoterapiniams vaistams 

atsparių HCT116/FU ir HCT116/OXA sferoidų jautrumas XAV galėtų 

byloti apie šiose ląstelėse įvykusius pokyčius, kurie padidino ląstelių 

proliferacijos priklausomybę nuo Wnt/β-katenino signalinio kelio. 

2D ir 3D kultūrose auginamose chemoterapiniams vaistams atspariose 

HCT116/FU ląstelėse stebimas didesnis NICD1 baltymo kiekis nei HCT116 

ląstelėse. Tai rodo, kad HCT116/FU ląstelėse yra padidėjusi Notch1 

receptoriaus aktyvacija. Tuo tarpu HCT116/OXA ląstelėse didesni NICD1 

kiekiai stebimi tik 2D ląstelių kultūroje. Kitų autorių tyrimuose nustatyta, 

kad 5-FU atsparioms HCT8 ląstelėms bei 5-FU arba OxaPt atsparioms 

HCT116 ląstelėms būdingi didesni Notch1 receptoriaus kiekiai (Dinicola et 

al., 2016; Liu et al., 2016; Huang et al., 2015). Mūsų naudotos  

γ-sekretazės slopiklio RO dozės sumažina NICD1 ir HES1 baltymų kiekius 

– t.y. slopina Notch signalinį kelią. Be to, RO poveikis neturi įtakos 

HCT116, HCT116/FU bei HCT116/OXA ląstelių gyvybingumui ląsteles 

auginant 2D kultūroje, bet sumažina HCT116/FU ir HCT116/OXA sferoidų 

tūrį. Tai galėtų rodyti, kad sferoidų kultūroje auginamų chemoterapiniams 

vaistams atsparių ląstelių proliferacija yra labiau priklausoma nuo Notch 

signalinio kelio. Panašūs rezultatai buvo pastebėti ir kitų autorių tyrime, kur  

γ-sekretazės slopiklis DAPT stipriau slopino navikų, gautų pelėms įskiepijus 

5-FU arba OxaPt atsparias HCT116 ląsteles, augimą (Huang et al., 2015). 
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Nustatėme, kad chemoterapiniams vaistams atsparioms HCT116/FU ir 

HCT116/OXA ląstelėms būdingas didesnis HES1 baltymo kiekis nei 

HCT116 ląstelėms. Panašūs rezultatai taip pat buvo pastebėti ir kitų autorių 

tyrime (Huang et al., 2015). Mūsų rezultatai parodė, kad HES1 baltymo 

raiškos sumažinimas siRNR skatina HCT116 ir HCT116/OXA ląstelių 

proliferaciją. HES1 raiškos sumažinimo lemiamas ląstelių proliferacijos 

padidėjimas galėtų būti susijęs su sumažėjusiu ląstelių jautrumu ląstelių 

kontakto lemiamam dalijimosi slopinimui. Toks efektas buvo pastebėtas pre-

adipocitų tyrimų metu, kur HES1 raiškos sumažinimas shRNR lėmė 

sumažėjusį ląstelių jautrumą kontakto lemiamam slopinimui ir skatino 

tolesnę ląstelių proliferaciją net ir ląstelėms užpildžius visą kultivavimo indo 

paviršių (Noda et al., 2011).  

5-FU poveikis slopina autofagiją HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse: 

sumažėja ATG7 baltymo kiekis, autofagosomų kiekis bei slopinamas 

autofagijos strautas (4.2 lentelė). Įdomu tai, kad HCT116/OXA ląstelėse  

po poveikio 5-FU autofagija slopinama silpniau: nors autofagosomų kiekis 

padidėja, sumažėja ATG7 baltymo kiekis ir autofagijos srautas. Dėsninga, 

kad autofagosomų elongacijai vieno svarbiausių baltymo ATG7 kiekio 

sumažėjimas koreliuoja su autofagijos srauto sumažėjimu. Be to, iš 

literatūros žinoma, kad padidėjęs ATG7 baltymo kiekis gali skatinti 

autofagijos srautą (Pattison et al., 2011). Mūsų rezultatus paremia kitų 

autorių tyrimai, kuriuose 5-FU poveikis sumažino autofagosomų kiekį 

SNUC5 ląstelėse (Yao et al., 2017), o HCT116 ląstelėse sumažino ATG7, 

p62 ir BECLIN1 baltymų kiekius bei autofagijos srautą (Akpinar et al., 

2016). Visgi, reikėtų atkreipti dėmesį, kad 5-FU poveikis autofagosomų 

kiekiui gali priklausyti ir nuo ląstelių linijos. Pavyzdžiui, kolorektalinės 

karcinomos WiDR ir Lovo92 ląstelių linijose 5-FU veikė priešingai ir 

padidino autofagosomų kiekį (Bijnsdorp et al., 2010). Mūsų duomenys rodo, 

kad ATG7 baltymo kiekio sumažinimas siRNR neveikia ląstelių atsparumo 

5-FU (4.3 lentelė). 

OxaPt poveikis sustiprina HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA 

ląstelėse vykstančią autofagiją. HCT116 ir HT116/FU ląstelėse praėjus 48 h 

po OxaPt poveikio sumažėja autofagosomų kiekis, ATG7 baltymo kiekis, o 

autofagijos srautas išlieka reikšmingas. Tuo tarpu HCT116/OXA ląstelėse 

OxaPt poveikis padidina autofagosomų kiekį, ATG7 baltymo kiekį bei 

autofagijos srautą. Be to, ATG7 baltymo raiškos sumažinimas siRNR  

sumažina OxaPt citotoksiškumą HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA 

ląstelėms. Tai rodytų, kad po OxaPt poveikio autofagija skatinama ir gali 

turėti neigiamą įtaką ląstelių išgyvenimui. Kitų autorių tyrimuose pastebėta,   



4.2 lentelė. 5-FU arba OxaPt poveikis Wnt/β-katenino, Notch1 signalinių kelių aktyvacijai ir autofagijos intensyvumui 

Ląstelių linija Vaistas Koncentracija 
aktyvus  

β-kateninas 
NICD1 HES1 LC3B-II 

Autofagijos 

srautas 
ATG7 

HCT116 

5-FU 
0,1 mM - - ↓ ↓ - ↓ 

0,3 mM ↓ ↓ ↓ - N ↓ 

OxaPt 
0,03 mM - - - ↓ ↑ ↓ 

0,06 mM ↓ ↓ ↓ ↑ - ↓ 

HCT116/FU 

5-FU 
0,1 mM ↓ ↓ - ↓ N ↓ 

0,3 mM ↓ ↓ ↓ ↓ N ↓ 

OxaPt 
0,03 mM - ↓ ↓ ↓ ↑ ↓ 

0,06 mM ↓ ↓ ↓ - N ↓ 

HCT116/OXA 

5-FU 
0,1 mM ↓ ↓ ↓ - ↓ - 

0,3 mM ↓ ↓ ↓ ↑ ↓ ↓ 

OxaPt 
0,03 mM - - - ↑ - ↑ 

0,06 mM - - ↓ ↓ ↑ ↑ 
-, nėra statistiškai reikšmingo pokyčio; 

↑/↓, baltymo kiekio padidėjimas/sumažėjimas, kuris didesnis arba lygus 1,5 karto;  

↑/↓, statistiškai reikšmingas baltymo kiekio padidėjimas/sumažėjimas, kuris mažesnis nei 1,5 karto; 

N, autofagijos srautas nereikšmingas 

 



kad OxaPt poveikis padidina autofagosomų kiekį: HT116, HT29, SW480 ir 

SW620 ląstelėse praėjus 24 h po OxaPt poveikio (Liu et al., 2015a; Yang et 

al., 2015), HT29 ir HT29/OXA ląstelėse praėjus 48 h po OxaPt poveikio 

(Sun et al., 2017a). Visgi, autofagijos slopinimas shATG5 arba shATG7 

sustiprino OxaPt citotoksiškumą SW480 ir SW620 ląstelėms (Yang et al., 

2015). 

Žinoma, kad autofagija suintensyvėja ankstyvajame ląstelių atsake į 

fotopažaidas – tokiu būdu ji geba izoliuoti ir suskaidyti pažeistas organeles. 

Be to intensyvesne autofagija pasižyminčios ląstelės galėtų apsisaugoti nuo 

fototoksiškumo (Kessel ir Evans, 2016; Kessel, 2015). Šiame darbe mes 

parodėme, kad mTHPC-FDP stipriai padidina autofagosomų kiekį HCT116 

ir HCT116/FU ląstelėse, tačiau stipresnės FDP dozės lemia sutrikusį 

autofagosomų skaidymą. Iš literatūros duomenų yra žinoma, kad mTHPC 

gali būti kaupiamas lizosomų membranose (Leung et al., 2002), tad 

autofagosomų skaidymo sutrikimai galėtų būti susiję su lizosomų 

fotopažaidomis, dėl kurių išauga lizosomų pH ir susilpnėja lizosomų 

proteazių aktyvumas (Kessel et al., 2012). HCT116 ląstelėse 5-FU 

pridėjimas skatina po mTHPC-FDP stebimą autofagijos srautą, bet sumažina 

autofagosomų kiekį. Mažas autofagosomų kiekis ir intensyvus autofagijos 

srautas rodo, kad autofagijos procesas yra efektyvus: greitai suskaidomos 

susidarę autofagosomos. Tuo tarpu HCT116/FU ląstelėse 5-FU slopina 

mTHPC-FDP sukeliamą autofagijos srautą ir padidina autofagosomų kiekį. 

Taigi, HCT116 ląstelėse 5-FU derinyje su mTHPC-FDP autofagijos srautą 

veikia priešingai negu pavienis 5-FU. 

Po 5-FU poveikio HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelėse 

sumažėjo Wnt/β-katenino signalinio kelio aktyvacija. Das et al. tyrime buvo 

pastebėta, kad HCT116 ir HT29 ląstelių linijose 5-FU poveikis skatino APC 

baltymo raišką (Das et al., 2014). Kadangi APC baltymas įeina į β-katenino 

destrukcijos komplekso sudėtį (Tortelote et al., 2017), šio baltymo raiškos 

padidėjimas po 5-FU poveikio galėtų lemti Wnt/β-katenino signalinio kelio 

slopinimą. Svarbu paminėti, kad kai kuriose kolorektalinės karcinomos 

ląstelių linijose 5-FU turi priešingą poveikį Wnt/β-katenino signalinio kelio 

aktyvumui – pavyzdžiui, HCT8 ląstelių linijoje 5-FU poveikis skatina šį 

signalinį kelią (He et al., 2018). Nustatėme, kad Wnt/β-katenino signalinio 

kelio slopinimas tankirazių slopikliu XAV sustiprino 5-FU citotoksiškumą 

HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelių linijoms auginamoms 2D 

ląstelių kultūrose bei HCT116/FU sferoidams. Tai rodo, kad Wnt/β-katenino 

signalinis kelias padidina ląstelių atsparumą 5-FU poveikiui ir skatina 

ląstelių išgyvenimą. Panašus efektas buvo pastebėtas kolorektalinės 
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karcinomos SW480 ir SW620 ląstelių linijose, kuriose XAV sustiprino 5-FU 

sukeliamą apoptozę (Wu et al., 2016c).  

Wnt/β-katenino signalinio kelio aktyvacija po OxaPt poveikio sumažėjo 

tik OxaPt poveikiui neatspariose HCT116 ir HCT116/FU ląstelėse. Yang et 

al. tyrime HCT116 ląstelėse Wnt/β-katenino signalinio kelio aktyvumo 

sumažėjimas po OxaPt poveikio buvo lemiamas β-katenino geno raiškos 

sumažėjimo ir priklausė nuo p53 (Yang et al., 2016a). Wnt signalinio kelio 

slopinimas XAV sumažino OxaPt citotoksiškumą HCT116, HCT116/FU ir 

HCT116/OXA ląstelėms auginamoms 2D ląstelių kultūroje. Šiuos rezultatus 

paremia Yang et al. atliktas priešingas eksperimentas, kuriame β-katenino 

raiškos padidinimas sustiprino OxaPt citotoksiškumą HCT116 ląstelėms 

(Yang et al., 2016a). Mūsų duomenimis 3D ląstelių kultūroje XAV veikė 

OxaPt citotoksiškumą tik chemoterapiniams vaistams atspariose ląstelėse ir 

priklausė nuo ląstelių linijos: HCT116/FU ląstelėse šio vaisto 

citotoksiškumas sumažėjo (t.y. stebimas toks pats efektas kaip ir 2D ląstelių 

kultūroje), HCT116/OXA ląstelėse – citotoksiškumas padidėjo (t.y. stebimas 

priešingas efektas nei 2D ląstelių kultūroje). Tai reiškia, kad HCT116/FU 

ląstelėse Wnt/β-katenino signalinis kelias skatina ląstelių žūtį po OxaPt 

poveikio. Gali būti, kad HCT116/OXA ląstelėse šio signalinio kelio reikšmė 

ląstelių išgyvenimui/žūčiai po OxaPt poveikio priklauso nuo ląstelių 

kultivavimo sąlygų – normoksijos sąlygomis Wnt/β-katenino signalinis 

kelias skatina ląstelių žūtį (2D kultūra), o esant hipoksijai (3D kultūra) – 

išgyvenimą. Dong et al. tyrime buvo parodyta, kad kai kuriose 

kolorektalinės karcinomos ląstelių linijose hipoksija aktyvuoja  

Wnt/β-katenino signalinį kelią ir skatina ID2 baltymo raišką. Šio baltymo 

raiškos sumažinimas naudojant shRNR parodė, kad ID2 kolorektalinės 

karcinomos ląstelėse gali slopinti apoptozę bei skatinti ląstelių migraciją. Be 

to, Wnt/β-katenino signalinio kelio slopinimas sumažina šio baltymo raišką 

(Dong et al., 2016).  

Mūsų duomenys rodo, kad HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA 

ląstelėse 5-FU poveikis sumažino Notch1 receptoriaus aktyvaciją. Notch 

signalinio kelio slopinimas γ-sekretazės slopikliu RO sustiprino 5-FU 

citotoksiškumą tik HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelių sferoidams ir 

neturėjo įtakos 5-FU citotoksiškumui ląsteles kultivuojant 2D ląstelių 

kultūroje. Tai rodo, kad HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelių sferoiduose 

Notch signalinis kelias galėtų padidinti ląstelių atsparumą 5-FU. Be to, 

nustatėme, kad HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA ląstelėse 5-FU 

poveikis sumažina HES1 baltymo kiekį. Tai bent iš dalies koreliuoja su 
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sumažėjusiu Wnt ir Notch signalinių kelių aktyvumu. Visgi, negalime 

atmesti galimybės, kad HCT116 ir chemoterapiniams vaistams atspariose 

sublinijose HES1 baltymo kiekis veikiamas ne vien tik šių signalinių kelių. 

Įdomu tai, kad HES1 raiškos sumažinimas siRNR padidino visų tirtų ląstelių 

linijų atsparumą 5-FU poveikiui, t.y. veikė kitaip nei XAV arba RO. Būtų 

galima iškelti hipotezę, kad XAV bei RO lemiamas 5-FU citotoksiškumo 

padidėjimas labiau priklauso ne nuo HES1 raiškos sumažėjimo, bet kitų Wnt 

bei Notch taikinių pokyčių. 

4.3 lentelė. Wnt/β-katenino, Notch signalinių kelių slopiklių, HES1 arba ATG7 baltymų 

raišką sumažinančių siRNR poveikis 5-FU arba OxaPt citotoksiškumui 

Slopiklis 

arba 

siRNR 

Vaistas Modelis 
Ląstelių linija 

HCT116 HCT116/FU HCT116/OXA 

XAV 

K 
2D - - - 

3D - T T 

5-FU 
2D ↑ ↑ ↑ 

3D - ↑ - 

OxaPt 
2D ↓ ↓ ↓ 

3D - ↓ ↑ 

RO 

K 
2D - - - 

3D - T T 

5-FU 
2D - - - 

3D - ↑ ↑ 

OxaPt 
2D ↓ ↓ ↓ 

3D ↓ ↓ ↓ 

HES1 

siRNR 

K 2D P - P 

5-FU 2D ↓ ↓ ↓ 

OxaPt 2D ↓ ↓ ↓ 

ATG7 

siRNR 

K 2D P - P 

5-FU 2D - - - 

OxaPt 2D ↓ ↓ ↓ 
K, vaistu neveiktos ląstelės; 

-, nėra citotoksiškas/neveikia vaisto citotoksiškumo; 

T, toksiškas vaistu neveiktoms ląstelėms; 

P, skatina vaistu neveiktų ląstelių proliferaciją 

↑/↓, padidina/sumažina vaisto citotoksiškumą 

Mūsų tyrime naudotos OxaPt dozės mažina Notch1 receptoriaus 

aktyvaciją tik HCT116 ir HCT116/FU, bet ne HCT116/OXA ląstelėse. Visgi 

Meng et al. tyrime mažesnė OxaPt dozė HCT116 ir SW620 ląstelių linijose 

veikė priešingai ir lėmė NICD1 ir HES1 baltymų kiekių padidėjimą (Meng 

et al., 2009). Nustatėme, kad Notch signalinio kelio slopinimas RO 

sumažino OxaPt citotoksiškumą visoms tirtoms ląstelėms 2D ir 3D ląstelių 

kultūrose. Tai rodo, kad Notch signalinis kelias skatina ląstelių žūtį po OxaPt 

poveikio. Šiuos rezultatus paremia Timme grupės tyrimai, kuriuose tokį 
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efektą HCT116 ląstelėms turėjo γ-sekretazės slopikliai MRK003, DAPT, 

GSI-XII, GSI-XX. Šie autoriai parodė, kad HCT116 ląstelėse MRK003 

padidina apoptozę slopinančių baltymų MCL1 ir BCLxL kiekius bei silpnina 

apoptozės vyksmą rodančių procesų aktyvaciją. Be to šis efektas buvo 

stebimas ir kitose kolorektalinės karcinomos ląstelių linijose (HT29, HCT15, 

SW480, Colo205) (Timme et al., 2013). HES1 raiškos sumažinimas turėjo 

tokį patį efektą OxaPt citotoksiškumui kaip ir Notch signalinio kelio 

slopinimas RO. Tai rodo, kad didesnis HES1 baltymo kiekis galėtų 

sustiprinti OxaPt citotoksinį poveikį. 

Taigi, remiantis mūsų duomenimis galima teigti, kad Wnt/β-katenino ir 

Notch signaliniai keliai skatina kolorektalinės karcinomos ląstelių atsparumą 

5-FU, o HES1 baltymas, Notch signalinis kelias ir autofagija skatina ląstelių 

žūtį po OxaPt poveikio. 
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IŠVADOS 

• Chemoterapiniams vaistams atsparios ląstelės HCT116/FU išlieka 

jautrios mTHPC-FDP. mTHPC-FDP slopina autofagijos srautą; 

• 5-FU mažina, o OxaPt padidina autofagijos srautą visose ląstelėse. 

ATG7 nutildymas nekeičia 5-FU citotoksiškumo, bet susilpnina OxaPt 

veikimą; 

• 5-FU slopina Wnt/β-katenino ir Notch1 signalinių kelių aktyvumą 

visose ląstelėse, o OxaPt – tik OxaPt poveikiui jautriose ląstelėse; 

• Notch signalinio kelio slopinimas didina atsparumą OxaPt visose 

ląstelėse; 

• Chemoterapiniams vaistams atsparių ląstelių sferoidai yra jautresni 

Wnt/β-katenino ir Notch signalinių kelių slopinimui, nei HCT116 ląstelių 

sferoidai; 

• Wnt/β-katenino ir Notch signalinių kelių slopinimas didina 

chemoterapiniams vaistams atsparių ląstelių sferoidų jautrumą 5-FU 

poveikiui; 

• Chemoterapiniams vaistams atspariose ląstelėse padidėja HES1 raiška. 

5-FU ir OxaPt mažina HES1 baltymo kiekį visose ląstelėse, o HES1 

nutildymas didina atsparumą 5-FU ir OxaPt.  
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PRIEDAI 

1 PRIEDAS 

 

 
 

 

1 P pav. HCT116, HCT116/FU, HCT116/OXA ląstelių skaičius monosluoksnio 

eksperimentuose (A), sferoidų tūris (B) ir nuotraukos (C) . Brūkšniai – ±SN. Mastelio 

juosta – 200 μm. n≥3. 
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2 PRIEDAS 

2P lentelė. Regresinės analizės metu gautos lygtys, kurios aprašo ląstelių gyvybingumo 

(y) priklausomybę nuo 5-FU arba OxaPt koncentracijos (x). Monosluoksnio modelyje x 

matavimo vienetas mM, o sferoidų – μM 

Ląstelių linija Vaistas Modelis Kreivės lygtis R2 

HCT116 5-FU Monosluoksnio y=-13,41ln(x)+18,609 0,9780 

Sferoidai y=-34,18ln(x)+90,738 0,9976 

OxaPt Monosluoksnio y=-14,18ln(x)+5,7448 0,9921 

Sferoidai y=-37,58ln(x)+68,886 0,9718 

HCT116/FU 5-FU Monosluoksnio y=-10,41ln(x)+50,229 0,9720 

Sferoidai y=-23,92ln(x)+88,365 0,9721 

OxaPt Monosluoksnio y=-13,89ln(x)+4,7066 0,9684 

Sferoidai y=-47,91ln(x)+58,266 0,9972 

HCT116/OXA 5-FU Monosluoksnio y=-10,16ln(x)+55,082 0,9837 

Sferoidai y=-24,28ln(x)+86,795 0,9935 

OxaPt Monosluoksnio y=108,65x2-176x+91,363 0,9966 

Sferoidai y=-32,41ln(x)+153,67 0,9862 
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