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SANTRUMPOS

2D modelis — Iastelés kultivuojamos monosluoksniu

3D modelis — i§ Igsteliy suformuojami sferoidai

5-FU — 5-fluoruracilas

CMS — sutartinis molekulinis subtipas (angl. consensus molecular subtype)
CQ - chlorokvino difosfatas

CTB — Igsteliy gyvybingumo nustatymo metodas naudojant CellTiter-Blue®
reagenta

CTNNB1 — B-katening koduojantis genas

CTT — citotoksiskumas

FDP — fotodinaminis poveikis

ICso — vaisto doze, kuri nuzudo 50% lasteliy arba 50% sumazina santykinj
sferoido tiirj

JSA —jaucio serumo albuminas

K — kontrolinés t.y. vaistu neveiktos Iastelés

KV — lasteliy gyvybingumo nustatymo metodas naudojant daza kristalinj
violetinj

LC3B-I — citoplazminé LC3B baltymo forma

LC3B-II — prie autofagosomy membranos prijungta LC3B baltymo forma
MAPLLC3B — LC3B baltyma koduojantis genas

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

MTT — lgsteliy gyvybingumo nustatymo metodas naudojant MTT reagenta
NDS — natrio dodecilsulfatas

NICDL1 - vidulastelinis Notchl receptoriaus domenas

NVS — negimusio verselio serumas

OxaPt — oksaliplatina

RO — y-sekretazés slopiklis RO4929097

XAV - tankiraziy slopiklis XAV939



IVADAS

Kolorektalinis vézys uzima treCig vieta pasaulyje tarp dazniausiai
diagnozuojamy véziniy susirgimy (Ferlay et al., 2015). Po operacijos Il
stadijos ir didelés rizikos II stadijos vézio atvejais bei pacientams, kuriems
pirminés diagnozés metu nustatomos metastazés, daZznai skiriama
chemoterapija derinant 5-fluoruracila (5-FU) su kalcio folinatu ir
oksaliplatina (OxaPt) (Cuyle ir Prenen, 2017). Visgi, nepaisant pazangos §io
vézio diagnostikoje bei gydyme, beveik pusé pacienty neisgyvena (Ferlay et
al., 2015). Viena i$ galimy to priezas¢iy — jgimtas arba gydymo metu jgytas
vézio lgsteliy atsparumas chemoterapiniams vaistams (Dallas et al., 2009;
Punt ir Tol, 2009).

Fotodinaminis poveikis (FDP) remiasi vézinése lgstelése sukaupto
fotosensibilizatoriaus aktyvacija regimaja $viesa, dél kurios susidargs 'O,
oksiduoja lastelés biomolekules ir tokiu biidu sukelia lgsteliy Zitj. Nustatyta,
kad FDP gali bati veiksmingas prie§ chemoterapiniams vaistams atsparias
lasteles (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 prie§ tas lasteles, kurios
paprastai yra atsparios §iam chemoterapiniam vaistui (Spring et al., 2015).

Atsparumas chemoterapiniams vaistams gali bati susijes su pakitusia
jvairiy lastelés procesy aktyvacija. Siuo metu zinoma, kad su atsparumu
galéty biti susijes apoptozés arba kity lastelés zities keliy slopinimas,
iSgyvenimg skatinanc¢iy keliy aktyvacija, vaisto iSmetimas i§ lastelés arba
detoksikacija, intensyvesnis pazaidy taisymas ir kiti (Fodale et al., 2011;
Holohan et al., 2013). Daugéja duomeny, kad j kai kuriy chemoterapiniy
vaisty sukeliama stresa reaguodamos lastelés gali suintensyvinti autofagija ir
tokiu budu paSalinti paZeistus lastelés komponentus. Visgi, neaiSku ar
autofagija svarbi  kolorektalinés  karcinomos lgsteliy  atsparumui
5-FU arba OxaPt.

Zarnyno kamieniniy lasteliy dalijimasi ir diferenciacija valdo daug
signaliniy keliy, tarp kuriy yra ir Wnt bei Notch signaliniai keliai (van der
Flier ir Clevers, 2009). Dél sutrikusios reguliacijos Sie signaliniai keliai gali
tampti nuolat aktyviais bei skatinti kolorektaliniy naviky atsiradimg ir
progresavima (Roy ir Majumdar, 2012; Wu et al., 2013; Pandurangan et al.,
2018). Taip pat manoma, kad Wnt bei Notch signaliniai keliai galéty
prisideéti ir prie vézio lasteliy atsparumo chemoterapiniams vaistams (Saif ir
Chu, 2010). Kadangi Sie signaliniai keliai svarbiis lasteliy tarpusavio
bendravimui, bity prasminga jy aktyvumo tyrimus atlikti ne tik lgsteles
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kultivuojant monosluoksniu, bet ir i§ jy formuojant sferoidus. Palyginus su
monosluoksnio modeliu, sferoiduose stebima daugiau lgstelé-lastelé sgveiky,
susidaro deguonies bei maisto medziagy gradientai bei skirtingos lasteliy
proliferacinés zonos (Nath ir Devi, 2016).

Sio darbo tikslas — jvertinti Wnt ir Notch signaliniy keliy bei autofagijos
reikSmg Zzmogaus kolorektalinés karcinomos lasteliy HCT116 bei
chemoterapiniams vaistams atspariy sublinijy atsakui j 5-fluoruracilo ir
oksaliplatinos citotoksinj poveikj.

Tikslui pasiekti buvo iSkelti tokie uZdaviniai:

e Jvertinti HCT116 ir HCT116/FU lasteliy iSgyvenima ir autofagijos
intensyvumg po mTHPC-FDP bei jo derinio su 5-FU;

¢ Palyginti autofagijos intensyvuma, Wnt/p-katenino ir Notch1 signaliniy
keliy aktyvacija HCT116 lastelése ir chemoterapiniams vaistams atspariose
sublinijose HCT116/FU ir HCT116/OXA po poveikio 5-FU arba OxaPt;

o Nustatyti Wnt/B-katenino ir Notch signaliniy keliy bei autofagijos
reik§me HCT116/FU ir HCT116/OXA lasteliy atsparumui 5-FU arba OxaPt.



MOKSLINIS NAUJUMAS

Siame darbe pirma karta parodéme, kad 5-FU atspariose HCT116/FU
lastelése yra didesnis Wnt/B-katenino (2D kultiroje), Notchl (2D ir 3D
kulttirose) signaliniy keliy aktyvumas bei didesni HES1 baltymo kiekiai (2D
ir 3D kultdrose), o 2D lasteliy kultiroje Sios lastelés pasizymi didesniu
autofagosomy kiekiu nei HCT116 Iastelés. Tuo tarpu 5-FU ir OxaPt
atspariose HCT116/OXA Iastelése stebimas didesnis Wnt/B-katenino ir
Notchl signaliniy keliy aktyvumas (tik 2D kultdroje) ir didesni HES1
baltymo kiekiai (2D ir 3D kultiirose), o 2D lasteliy kultiiroje Sios Iastelés
pasizymi mazesniu autofagosomy kiekiu nei HCTI116 Igstelés.
Whnt/B-katenino signalinio kelio aktyvumas anks¢iau buvo tirtas tik 5-FU
atspariose kolorektalinés karcinomos lastelése (Ayadi et al., 2015). Be to,
kity autoriy tyrimuose buvo vertintas tik NOTCH1 baltymo kiekis 5-FU arba
OxaPt atspariose kolorektalinés karcinomos lastelése (Dinicola et al., 2016;
Liu et al., 2016; Huang et al., 2015), bet nebuvo vertinta §io receptoriaus
aktyvacija.

Pirmieji jvertinome mTHPC-FDP veiksmingumg ir jo derinimo 5-FU
galimybes chemoterapiniams vaistams atspariose ir jautriose Zmogaus
kolorektalinés karcinomos lgstelése. Nustatéme, kad mTHPC-FDP yra
veiksmingas prie§ chemoterapiniams vaistams atsparias kolorektalinés
karcinomos lasteles, taciau nekeicia lgsteliy jgyto atsparumo 5-FU poveikiui.
Iverting autofagijos vyksmg kolorektalinés karcinomos lastelése parodéme,
kad pavienis mMTHPC-FDP slopina autofagijos srauta. Derindami
MTHPC-FDP su 5-FU pastebéjome, kad autofagosomy kiekis priklauso nuo
FDP komponentés, o 5-FU pridéjimas skirtingai veikia autofagijos srautg
chemoterapiniams vaistams jautriose bei atspariose lastelése.

Taip pat parodéme, kad 5-FU poveikis sumazina HES1 baltymo kiekj,
Whnt/B-katenino ir Notchl signaliniy keliy aktyvacija visose tirtose lastelése.
Nustatéme, kad kaip ir HCTI116 lastelése (Liu et al., 2016),
chemoterapiniams vaistams atspariose lgstelése 5-FU maZina autofagijos
srautg. Misy duomenys rodo, kad Wnt/B-katenino signalinio kelio
slopinimas XAV (2D ir 3D kultaroje) ir Notch signalinio kelio slopinimas
RO (tik 3D kultiroje) padidina 5-FU citotoksiskumg chemoterapiniams
vaistams atsparioms HCT116/FU ir HCT116/0XA lastelems. Tuo tarpu
HES1 baltymo kiekio sumazinimas didina visy tirty lgsteliy atsparumag 5-FU,
0 ATG7 baltymo kiekio sumazinimas SiRNR neturi jtakos 5-FU
citotoksiskumui.



Parodéme, kad OxaPt poveikis sumazina Wnt/B-katenino ir Notchl
signaliniy keliy aktyvacija tik OxaPt poveikiui jautriose HCT116 ir
HCT116/FU lastelése. Be to, Sis poveikis didina autofagijos srautg visose
tirtose lgstelése. Nustatéme, kad Wnt/B-katenino signalinio kelio slopinimas
XAV  sumazina OxaPt citotoksiSkumg HCT116, HCT116/FU,
HCT116/0XA lgsteléms, kultivuojamoms 2D kultiirose. Tuo tarpu 3D
lasteliy kultarose XAV skirtingai veikia OxaPt citotoksiSkuma: HCT116/FU
lastelése — sumazina, HCT116/0OXA — padidina, o HCT116 lgstelése — neturi
jtakos. Notch signalinio kelio slopinimas RO, HES1 bei ATG7 baltymy
kiekiy sumazinimas siRNR didina visy tirty lgsteliy linijy atsparumg OxaPt.



GINAMIEJI TEIGINIAI

MTHPC-FDP yra veiksmingas prie§ HCT116/FU lasteles, bet nekeicia
lasteliy jgyto atsparumo 5-FU poveikiui.

Chemoterapiniams vaistams atspariose kolorektalinés karcinomos
lasteléese HCT116/FU (atsparesnés 5-FU poveikiui) ir HCT116/0XA
(atsparesnés 5-FU ir OxaPt poveikiams) yra padidéjusi Wnt/B-katenino ir
Notchl signaliniy keliy aktyvacija.

Wnt/B-katenino ir Notch signaliniai keliai yra reik§mingi kolorektalinio

Vo= v
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Kolorektalinis vézys

Kolorektalinis véZys — Storosios arba tiesiosios zarnos navikas, kuris yra
vienas 1§ dazniausiai diagnozuojamy véziniy susirgimy Lietuvoje (9%
diagnozuoty vézio atvejy ir 11% visy mir¢iy nuo vézio) bei pasaulyje
(atitinkamai — 9,7% ir 8,5%) (Lietuvos véZio registras, 2012; Ferlay et al.,
2015). Pagrindinis kolorektalinio véZio gydymo budas — chirurginis naviko
pasSalinimas, kuris tinkamas lokalizuoto vézio atveju (t.y. 70 — 80% visy
pacienty). Visiems III stadijos ir didelés rizikos II stadijos vézio atvejais po
operacijos skiriama adjuvanty terapija siekiant sunaikinti mikrometastazes
bei sumazinti ligos atsinaujinimo rizika. Siuo atveju daZniausiai skiriama
chemoterapija 5-fluoruracilu (5-FU) su kalcio folinatu (pagal Mayo arba De
Gramont schemas), kapecitabinu arba Siy vaisty 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 gydyty pacienty,
dazniausiai iSsivystant metastazéms. Likusiems 20 — 30% pacienty
metastazés aptinkamos jau pirminés diagnozés metu. Tokiu atveju gydymo
taktika priklauso nuo ligos i$plitimo. Daznai 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 takiniy terapija (slopinami
VEGF, VEGFR, TIE2, EGFR) (Sveikatos apsaugos ministerija, 2014; Cuyle
ir Prenen, 2017).

Kolorektalinio vézio kancerogenezei buidingas genomo nestabilumas,
kuris gali bati lemiamas chromosomy nestabilumo, mikrosatelity
nestabilumo bei geny promotoriy CpG saly metilinimo (Cuyle ir Prenen,
2017). Sis genomo nestabilumas lemia labai didelj navika sudaranéiy lasteliy
populiacijos heterogeniskuma. D¢l Sios priezasties padidéja tikimybé, kad
Sioje lasteliy populiacijoje atsiras chemoterapiniams vaistams atspariy
lasteliy, kurios gydymo metu iSgyvens ir lems ligos atsinaujinima.

Pagal biozymenis iSskiriami keturi kolorektalinio vézio subtipai
(1.1 lentelé) (Guinney et al., 2015). Tai naudojama prognozuojant
kolorektalinio vézio agresyvumg ir parenkant veiksmingiausig gydymo
strategija.

Véziniy lgsteliy atsparumas chemoterapiniams vaistams — daugelio
pokyciy lasteléje pasekmé. 2011 metais Fodale et al. apzvelgé geriausiai
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iStirtus budus, kaip lgstelés gali jgyti atsparuma: sumazéjus vaisty patekimui
1 lastele, padidéjus vaisty iSneSimui i§ lastelés, sumazéjus vaisto aktyvacijai,
padidéjus vaisto inaktyvacijai, pakitus vaisto saveikai su taikiniu, pakitus
iSgyvenimo, apoptozeés slopinimo bei DNR pazaidy taisymo signaliniams
keliams (Fodale et al., 2011). Atsparioms lgsteléms taip pat budinga
padidéjusi vaisto pernasa per vidines membranas (Larsen et al., 2000),
lastelés metabolizmo poky¢iai (Zhao et al., 2013), DNR sintezé esant
neistaisytoms pazaidoms (Doles et al., 2010), autofagijos aktyvacija (Kibria
etal., 2014) ir kt.

1.1 lentelé. Kolorektalinio véZio subtipai, pagal (Thanki et al., 2017)

Tipas CMS1 CMS2 CMS3 CMS4
Mikrosatelity Chromosomy Chromosomy Chromosomy
nestabilumas, nestabilumas, nestabilumas, nestabilumas,
didelis mutacijy, |maZzas-vidutinis |vidutinis mutacijy [maZas mutacijy,

Genomui bet mazas mutacijy ir mazas |ir mazas-vidutinis |bet didelis

budingi kartotiniy seky kartotiniy seky  |kartotiniy seky  |kartotiniy seky

poZymiai kiekis, auks$tas kiekis, zemas kiekis, vidutinis  |kiekis, Zemas
promotoriy promotoriy promotoriy promotoriy
metilinimo metilinimo metilinimo metilinimo
laipsnis laipsnis laipsnis laipsnis
MSH6, RNF43, |APC, KRAS, APC, KRAS, APC, KRAS,

Mutave genai |ATM, TGFBR2, [TP53, PIK3CA |TP53, PIK3CA  |TP53, PIK3CA
BRAF, PTEN
Imuninés Whnt signalinio  |DNR klaidy Mezenchiminéms
sistemos, kelio, MYC, taisymas, lasteléms
JAK-STAT, EGFR/SRC, gliutaminolizé,  |budingos savybés,
kaspaziy VEGF/VEGFR, |lipidogenezé komplemento
aktyvacija integriny, aktyvacija,

Molekuliniai TGFB, IGF ir imunosupresija,

poZymiai IRS2 angiogenezés

aktyvacija; skatinimas
HNF4a, HER2
ir cikliny
raiskos
padidéjimas
Pirminé — gera, po|Pirminé — labai  |Jei yra KRAS Didelé ligos
ligos gera, po ligos mutacija, liga atsinaujinimo

Prognozé atsinaujinimo —  |atsinaujinimo — |atsinaujina rizika, maziausi
mazi Sansai gera greifiau, mazi Sansai i§gyventi
iSgyventi Sansai i§gyventi
I — 1l stadijoje 111 stadijoje — FOLFOX, Atsparu FOLFOX

Adjuvantiné neskiriama; 111 standartiné taikiniy terapija  |ir anti-EGFR

. stadija — jautru terapijai
terapija

FOLFOX, atsparu
5-FU
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1.2 Chemoterapiniy vaisty 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 j lastele
patenka palengvintos pernaSos budu dalyvaujant SLC22A7 neSikliui
(Kobayashi et al., 2005). Lastelés viduje i§ fiziologiniu pozitriu neaktyvaus
5-FU yra sintetinami trys aktyviis metabolitai FAUMP, FAUTP ir FUTP,
kurie slopina dTMP sintezéje dalyvaujancig timidilato sintaze bei sukelia
DNR ir RNR pazaidas (1.1 pav.) (Longley et al., 2003; Jensen et al., 2012).

.
5-FU g
Wi

SLC29A1 ABC nedikliai
o
'\H\W < dihig,

wiko dehpu,:gg"’dfno v

DHFU f8ze ™~ \fL
= fimigi,,
o i wio fuso,,, &
F\fL"" pe ‘22’:’(\ a FUDR
o
Wo. qu/gn = fo.sforlbozu [lLW
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FUR - ransferaze llmldmo o b

iy, kinaze Ho-F—o
OH OH 4& 7 * A Inaze o N .
b N\ f‘w A h‘fL"“ dUMP &\ L
; i
wotor wofo ke v OHF
b i j {imidiiat
\—7 FUMP deUMP e o
/ on o \ He. fL.m
:
vofor oo
8.0 \f:,g ribonukleotidy \fL LaTTP ir fauTe G
aTMP I

"°'t;"‘§;“ o ° T reduktaze ””‘5:"";“
u 1 FUDP + FAUDP \
/ H /° : .,

F\H\M dUTP jterpimas j DNR

o—#—o—H_oF_o A nn—u—n—-—o—r—n—l/
énbhénk? H&éh\j \

on on FUTP el DNR taisymo/sintezés ciklai

FUTP jterpimas j RNR FdUTP jterpimas j DNR \
RNR brendimo sutrikimai ATR/CHK1 aktyvacija DNR trokiai
lribosomq biogeneze 1

LASTELES ZUTIS

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)

CH,THF - 5,10-metilentetrahidrofoliatas; DHF — dihidrofoliatas.

Aktyvus metabolitas FAUMP prisijungia prie timidilato sintazés
nukleotidg prijungiancios srities, susidarant stabiliam trinariui kompleksui
tarp timidilato sintazés, FAUMP ir metilo grupés donoro 5,10-
metilentetrahidrofoliato. Dél Sio komplekso susidarymo timidilato sintazé

13



nebegali katalizuoti dUMP virsmo j dTMP. Triukstant dTMP, i DNR
jterpiamas dUTP (Longley et al., 2003).

Kitas 5-FU metabolitas FAUTP replikacijos metu jterpiamas j DNR
prieSais A ir G (Wyatt ir Wilson, 2009). 5-FU/A porose esantj 5-FU gali
i8kirpti uracilo DNR glikozilazé (UDG) (Pettersen et al., 2011). Visgi, esant
dTTP trukumui lgstelése, UDG aktyvumas tik sustiprina 5-FU veikima, nes
pazaidos negali biti teisingai iStaisomos. Lastelei vis bandant iStaisyti
pazaidas kartojasi neteisingo jterpimo, iskirpimo ir taisymo ciklai, dél kuriy
galiausiai atsiranda DNR grandiniy trukiai ir lastelé zusta (Longley et al.,
2003). Tuo tarpu 5-FU/G poras atpazjsta MutSa kompleksas. Po pazaidos
atpazinimo $is kompleksas saveikauja su MutLa kompleksu, kuris inicijuoja
pazaidos taisymg arba aktyvuoja serino/treonino baltymy kinazes
ATR/CHKI1 tokiu btidu skatindamas apoptoze (Wyatt ir Wilson, 2009).

Aktyvus metabolitas FUTP yra jterpiamas j RNR. Tai sutrikdo
potranskirpcines rRNR, tRNR ir snRNR modifikacijas, slopina pre-iRNR
splaisinga bei iRNR poliadenilinima (Longley et al., 2003). Be to, RNR
brendimo sutrikimai lemia ribosomy biogenezés stresa — j pre-TRNR jterptas
5-FU sutrikdo vélyvuosius pre-rRNR brendimo etapus ir lemia laisvo
ribosominio baltymo RPL3 kiekio padidéjimg. Pastebéta, kad §is baltymas
yra ypaé¢ svarbus HCT116™*" lasteliy atsakui j 5-FU poveikj ir dalyvauja
nuo p2l1 priklausomoje arba nepriklausomoje apoptozés indukcijoje
(Esposito et al., 2014).

5-FU poveikiui atspariose lastelése jvairiais biidais sumazinamas aktyviy
5-FU metabolity kiekis: 1) 5-FU i$neSamas i$ lastelés dalyvaujant ABCB5
(Kugimiya et al., 2015), ABCC3, ABCC4, ABCC5 (Hagmann et al., 2009),
ABCC11 (Oguri et al., 2007) ir ABCG2 (Yuan et al., 2009) nesikliams;
2) dihidropirimidino dehidrogenazé katalizuoja 5-FU virsma neaktyviu
metabolitu 5,6-dihidrofluoruracilu (Longley et al., 2003); 3) sumazéja 5-FU
metabolinei aktyvacijai reikalingy fermenty raiSka (Longley ir Johnston,
2005). Be to, atspariose lastelése gali sumazéti timidilato sitazés slopinimo
lemiamas 5-FU citotoksiSkumas. Tai gali nutikti padidéjus timidilato
sintazés raiSkai ir jvykus mutacijoms, kurios lemia pakitusig timidilato
sintazés sgveika su S5-FU (Temraz et al.,, 2014) bei timidino kinazei
katalizuojant T virsmg j dTMP (Grem ir Fischer, 1989). Atsparumas $iam
vaistui taip pat siejamas su mazu apoptoze¢ skatinancio baltymo BAX kiekiu
bei padidéjusiais apoptoze slopinan¢iy BCL2 ir BAD baltymy lygiais
(Violette et al., 2002).
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1.2.2 Oksaliplatinos veikimo mechanizmas

Oksaliplatina (OxaPt) — platinos junginys, turintis du ligandus — oksalato
bidentata ir 1,2-diaminocikloheksang (DACH). OxaPt j lastele patenka
paprastosios difuzijos ir palengvintos pernasos biidu dalyvaujant SLC22A1
(Ahlin et al., 2008), SLC22A2 (Burger et al., 2010), SLC22A3 (Yokoo et
al., 2008), SLC31A1 (Howell et al., 2010) nesikliams. Lastelés viduje
oksalato bidentatas pakei¢iamas Cl° jonais susidarant PtCl,(DACH), kuris
toliau virsta aktyviomis OxaPt formomis ([Pt(H,O)CI(DACH)]",
[Pt(H,0),(DACH)]** (1.2 pav.) (Panczyk, 2014). Sie akvakompleksai
nebegali difunduoti i§ Iasteliy ir reaguoja su lastelése esanciais nukleofilais
(Riddell, 2018).

H;
o
OxaPt “”vuﬂo
Hy o

SCL22AT

\ Pt{DACH)
H, o (

kongujatas su
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0, . N
Lw)\o & s metioninu
= oo
H;

d H,0 (o] Hz H,0 cr Ha PH
N N N . {(DACH)
‘v(m _L,. Pt A’. 'ng:OHf cisteinas konjugatas su
w61 HCO3, HPO; gt O HCO3, H,PO; o OH; i
H, H, Hy
PICI,(DACH) [Pt{H,0)CI(DACH)]" [Pt(H,0),(DACH)>*
ROS vienas rySys su DNR/RNR

du rysiai su DNR/RNR
. . ‘/‘/ ryéys tarp baltymo ir DNR/RNR
p ) atpazinimas Tt

ir iStaisymas pa l
\ lribosomq biogenezé

LASTELES LASTELES
ISGYVENIMAS ZUTIS

1.2 pav. OxaPt virsmai lasteléje. 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 puriny septintuoju azoto
atomu susidarant pirmajam kovalentiniui rySiui tarp OxaPt ir DNR (Alberto
et al.,, 2011). Toliau OxaPt atakuoja kitg erdviskai arti esantj nukleofila
susidarant antrajam OxaPt ry$iui su DNR arba DNR-OxaPt-baltymas
sarySoms (Jensen et al., 2012; Reardon et al., 1999). Nustatyta, kad OxaPt
dazniausiai sudaro sarySas tarp toje pacioje DNR grandingje vienas Salia kito
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esan¢iy GG (60-65% 1§ visy OxaPt-DNR sarysy) ir AG (25-30%). Tuo tarpu
vidugrandininés DNR GNG (5-10%) ir tarp skirtingy DNR grandiniy
susidaran¢ios GG (1-3%) sarySos yra daug retesnés (Chaney et al., 2005).
llga laika buvo manyta, kad butent OxaPt-DNR sarySy susidarymas
atsakingas uz OxaPt citotoksiSkuma lgsteléms. Visgi, pastebéta, kad OxaPt
sudaro daug maziau sary$y su DNR nei cisplatina (Raymond et al., 2002) ir
yra veiksminga prie$ cisplatinai atsparias lasteles (Martelli et al., 2009). D¢l
to pradéta ieSkoti kity mechanizmy, kurie paaiskinty OxaPt citotoksiSkuma.

2017 metais Bruno su kolegomis nustaté, kad OxaPt nuzudo lasteles
sukeldama ribosomy biogenezés stresg, kuris greitai indukuoja nuo p53
priklausomg lgstelés zutj. Atsako j OxaPt metu anksti aktyvuojamas p21, tuo
paciu padidé¢ja S18 pozicijoje fosforilinto p53 bei bendras p53 kiekis.
Sumazéjus pre-rRNR, padaugéja laisvo ribosominio baltymo RPL11, kuris
jungiasi su MDM2 ir neleidzia MDM2 jungtis prie p53. Be to, nutildZius
RPL11 sumaz¢ja OxaPt citotoksiskumas (Bruno et al., 2017). Su OxaPt,
kaip ir 5-FU, sukeliamu ribosomy biogenezés stresu taip pat siejamas ir
laisvo RPL3 kiekio padidéjimas (Esposito et al., 2014). Keliamos hipotezés,
kad OxaPt gali sukelti ribosomy biogenezés stresa aktyviems jos
akvakompleksams reaguojant su rRNR koduojan¢ia DNR, pacia rRNR,
iRNR koduojancia ribosominius baltymus arba su ribosominiais baltymais
(Bruno et al., 2017).

Lastelés geba sumazinti vidulasteling OxaPt koncentracija keliais budais:
1) i8neSdamos vaistg i§ lgstelés dalyvaujant ABCC2 (To et al., 2016),
ABCG2 (Ceckova et al., 2008), ATP7A ir ATP7B (Tadini-Buoninsegni et
al., 2014) nesikliams; 2) vykstant OxaPt inaktyvacijai, kuri susijusi su
aktyviy akvakompleksy konjugacija su L-glutationu (dalyvaujant glutationo
S-transferazei), L-cisteinu arba L-metioninu ir susidariusiy konjugaty
pasalinimu i§ lgstelés (Panczyk, 2014). Atsparumas OxaPt taip pat padidéja
dél padidéjusios lgsteliy gebos toleruoti/istaisyti OxaPt sukeliamas pazaidas.
Su tuo siejama padidéj¢ DNR pazaidy taisyme iSkerpant nukleotidus
dalyvaujan¢iy ERCCI1 ir XPF baltymy kiekiai, taisyme iSkerpant paZeistas
heterociklines bazes dalyvaujancios DNR polimerazés B kiekiai, pazaidos
ap¢jimui svarbiy DNR polimeraziy n ir { bei deoksicitidilo transferazés
REV1 kiekiai (Martinez-Balibrea et al., 2015). Taip pat pastebéta, kad
atsparumas OxaPt gali buti siejamas su apoptozés slopinimu (padidéjus
BAX, TIAP4 bei sumazéjus BCL2 baltymy kiekiams), nekroptozés slopinimu
(padidéjus CHIP ir cFLIPL baltymy 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
sumazéjimas siejamas su padidéjusiu atsparumu OxaPt (Bruno et al., 2017).

1.2.3 mTHPC-FDP mechanizmas

Fotodinaminio poveikio (FDP) metu Sviesai jautriai medziagai
(fotosensibilizatoriui) sugérus fotona susidaro aktyvios deguonies formos,
kurios sukelia biomolekuliy pazaidas. FDP principu pagrista terapija
naudojama gydant jvairius vézinius susirgimus (Allison, 2014). I-III fazés
Klinikiniai tyrimai atliekami tiriant FDP veiksminguma kolorektalinio vézio
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 §viesai jautrus junginys (Amax=650 nm),
naudojamas FDP (Senge ir Brandt, 2011). mTHPC sgveikauja su
lipoproteinais, kurie endocitozés budu patenka j lastelés vidy (Senge ir
Brandt, 2011). Priklausomai nuo lgsteliy tipo ir inkubacijos su mTHPC
salygy jis gali bati kaupiamas mitochondrijy (Chen et al., 2000),
endoplazminio tinklo, Goldzio komplekso (Teiten et al., 2003; Marchal et
al., 2007) arba lizosomy (Leung et al., 2002) mebranose. Nustatyta, kad
lastelése mTHPC metabolizmas nevyksta (Senge ir Brandt, 2011).

B
'mTHPC*
\mTHPC*
0 Oksiduotos
l{‘ 5 L&" l(’ 27 biomolekulés
3,
*mTHPC ©:

1.3 pav. mTHPC struktiira (A) ir energijos pernasa (B). Pagal (Senge ir Brandt, 2011)

Tamsoje mTHPC yra mazai toksiskas lastelei (Reidy et al., 2012).
Sugéres fotong jis pereina j suZzadintg vienlype buseng. IS jos vykstant
tarpsisteminiui Suoliui pereina j ilgai gyvuojancia trilype buseng. Trilypés
busenos mMTHPC pernesa energija nesuzadintos biisenos deguonies
molekulei (Senge ir Brandt, 2011) (1.3 pav. B). Sio proceso metu susidares
vienlypis deguonis 'O, sukelia biomolekuliy pazaidas ir lastelése gali
inicijuoti apoptoz¢ (Marchal et al., 2005), nekroz¢ (Marchal et al., 2005)
arba autofagija (Sasnauskiene et al., 2009). Kai kurie tyrimai rodo, kad FDP
gali buti veiksmingas pries chemoterapiniams vaistams atsparias lasteles
(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 Zarnos pavirsiy sudaro vienas epiteliniy lgsteliy sluoksnis, kuris
atlieka dvi funkcijas — dalyvauja vandens ir maisto medziagy absorbcijoje
bei saugo kiing nuo galimai Zalingo Zarnyno turinio. Sios funkcijos
uztikrinamos vykstant nuolatiniam epitelinio sluoksnio atsinaujinimui —
zarnyno epitelio kripty apacioje esancios kamieninés Igstelés dalinasi
asimetriSkai susidarant dukterinéms nekamieninéms lgsteléms, kurios dar
pasidalina 4 — 5 kartus, kol galutinai diferencijuoja | enterocitus
(absorbuoja), enteroendokrinines (sekretuoja hormonus) ir taurines lgsteles
(sekretuoja gleives). Vykstant nuolatiniam kamieniniy lgsteliy dalinimuisi,
diferenciavusios lastelés juda link kriptos virSaus kur galiausiai zusta ir yra
iSstumiamos j zarnyno lumeng (van der Flier ir Clevers, 2009; Koch, 2017).
Nustatyta, kad daugumos pilnai diferencijavusiy zarnyno epitelio lasteliy
pakeitimui naujomis uztenka mazdaug 2 — 7 dieny (Tanaka, 2009; Barker,
2014). Tokiu budu sumaZinama individualios Zarnyno epitelinés lastelés
sgveika su patogenais bei greitai atstatomos infekcijy arba mechaninio
poveikio sukeltos Zarnyno pazaidos (Koch, 2017). Zarnyno kamieniniy
lasteliy dalijimasi ir diferenciacijg valdo Wnt ir Notch signaliniai keliai (van
der Flier ir Clevers, 2009). Pastebéta, kad sutrikus $iy signaliniy keliy
reguliacijai bei esant nuolatinei aktyvacijai skatinamas kolorektaliniy naviky
atsiradimas ir progresavimas (Roy ir Majumdar, 2012; Wu et al., 2013;
Pandurangan et al., 2018).

1.3.1 Wntsignalinis kelias

Wnt Seimg sudaro sekretuojami palmitoleininti glikoproteinai, kurie
sagveikauja su Frizzled (FZD) receptoriais bei jvairiais koreceptoriais ir
aktyvuoja nuo B-katenino, JNK, Ca®* ir kity signaliniy molekuliy
priklausomus signalinius kelius (Rasmussen et al., 2018). Siuo metu Zinoma
19 zmogaus WNT glikoproteiny, 10 FZD receptoriy bei keli nekanoniniai
receptoriai (pavyzdziui, tirozino kinazés RYK, RORI1, ROR2). Skirtingi
ligando, receptoriaus ir koreceptoriaus deriniai lemia koks signalinis kelias
bus aktyvuotas (Deitrick ir Pruitt, 2016).

What/B-katenino kelias (kanoninis Wnt signalinis kelias). B-kateninas
lastelése atlieka dvi pagrindines funkcijas: 1) didzioji B-katenino dalis jungia
E-kadherino citoplazminj domena su lastelés citoskeletu (lastelé-lastelé
sgauga); 2) laisvas citoplazminis -kateninas keliauja j branduolj kur veikia
kaip transkripcijos aktyvatorius (Deitrick ir Pruitt, 2016; Tortelote et al.,
2017; Yang et al.,, 2014a). Nesant WNT glikoproteiny, citoplazmoje
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palaikoma maza laisvo PB-katenino koncentracija, ji suskaidant. $-katenino
destrukcijos kompleksg sudaro pamatinis destrukcijos kompleso baltymas
AXIN (prisijungia naujai susintetinta arba nuo E-kadherino atpalaiduotg
B-katening), APC baltymas bei B-katening fosforilinancios kinazés — kazeino
kinazé CKI1 (fosforilina S45), serino/treonino kinazé GSK3f (fosforilina
S33, S37, T41) (Tortelote et al., 2017). Prie destrukcijos komplekso per
APC prisijungia YAP/TAZ baltymai. Jie pritraukia E3 ubikvitino ligaze
B-TrCP, kuri poliubikvitilina fosfo-B-katening ir nukreipia jj suskaidymui
proteasomose (Zhan et al., 2017) (1.4 pav.). Proteasomai paSalinus
B-katening i§ destrukcijos kompleso, $is pagauna kita citoplazminj
B-katening ir jj pazymi degradacijai (Tortelote et al., 2017).

Destrukcijos
kompleksas

p-katenino
suskaidymas

1.4 pav. Kanoninis Wnt signalinis kelias. A, nesant ligando destrukcijos kompleksas
fosforilina ir ubikvitilina B-katening, todél jis suskaidomas proteasomose. B, esant Wnt
ligandams f-kateninas nebeskaidomas ir branduolyje skatina Wnt taikiniy raiska. Pagal
(Tortelote et al., 2017; Kretzschmar ir Clevers, 2017; Deitrick ir Pruitt, 2016; Krishnamurthy
ir Kurzrock, 2018)

Kanoninis kelias aktyvuojamas WNT glikoproteinams sudarius
kompleksa su FZD receptoriumi ir LRP koreceptoriumi. Tikslus
mechanizmas kaip S$io komplekso susidarymas sutrikdo [-katenino
destrukcijos komplekso veikima vis dar nezinomas. Eksperimentiniai
duomenys rodo, kad susidarius aktyviam WNT/FZD/LRP kompleksui
vyksta DVL baltymo fosforilinimas, LRP vidulastelinio fragmento PPPSP
pasikartojimy fosforilinimas bei viso destrukcijos komplekso pritraukimas
prie aktyvaus receptoriaus (Deitrick ir Pruitt, 2016; Krishnamurthy ir
Kurzrock, 2018; Kretzschmar ir Clevers, 2017). Teigiama, kad aktyvaus
receptoriaus sgveika su destrukcijos kompleksu neleidZzia B-TrCP vykdyti
fosfo-B-katenino ubikvitilinimo, todél p-kateninas nesuskaidomas ir
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destrukcijos kompleksas lieka ,,uzkimstas“ (Tortelote et al., 2017). Wnt
signalas sustiprinamas susidarant signalosomai — aktyviis receptoriaus
kompleksai  pritraukiami  vienas Salia kito vykstant fosfo-DVL
polimerizacijai, tai padidina DVL avidiskumg AXIN ir lemia dar didesnio
destrukcijos kompleksy kiekio pritraukimg i$ citoplazmos (Gammons ir
Bienz, 2018).

B-katenino skaidymas taip pat sumazéja ir dél AXIN konformacijos
pokyciy. Nesant WNT glikoproteiny, GSK3p fosforilina AXIN ir tokiu biidu
padidina AXIN stabilumg bei afiniSkumg [-kateninui (atvira AXIN
konformacija). Tuo tarpu susidarius WNT/FZD/LRP kompleksui, baltymy
fosfatazé PPI defosforilina AXIN ir jis pereina j uzdarag konformacija prie
kurios nebegali prisijungti p-kateninas (Tortelote et al., 2017
Krishnamurthy ir Kurzrock, 2018; Krausova ir Korinek, 2014).

1.2 lentelé. Wnt signalinio kelio aktyvuojamy geny pavyzdZziai

Genai taikiniai Apibiadinimas __ [Saltiniai
TCF1, LEF1, FZD7, |Wntsignalinis (Roose et al., 1999; Filali et al., 2002; Willert et al.,
LGRS, LRP6, RSPO |kelias 2002; Barker et al., 2007; MacDonald et al., 2009)

AXIN2, DKK, ZNRF3,
RNF43, NKD

Whnt 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)

ABCBL1, ABCC3

Vaisty iSmetimas
i§ lastelés

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

LIVIN, IAP4

Apoptozes
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

Lasteliy adhezija

(Conacci-Sorrell et al., 2002; Miwa et al., 2001;
Gavert et al., 2005; ten Berge et al., 2008)

Sutrikus naujai susintetinto B-katenino skaidymui didéja jo koncentracija

citoplazmoje
B-kateninas

ir dalis
pakeicia

B-katenino keliauja j branduolj.
su TCF/LEF
sgveikaujancius transkripcijos represorius TLE bei

Branduolyje
Seimy transkripcijos veiksniais
lemia chromatino

struktiira modifikuojanciy veiksniy (BRG1, CBP, p300, BCL9, Pygopus,
SET1, CARM, TBP bei kity), transkripcijos elongacijos veiksnio ir RNR
polimerazés II pritraukimg (Tortelote et al.,, 2017). Priklausomai nuo
konkrec¢iy TCF/LEF transkripcijos splaisingo varianty bei
pritraukty transkripcijos aktyvikliy skatinama skirtingy Wnt taikiniy raiska
(1.2 lentelé) (Kretzschmar ir Clevers, 2017). Pavyzdziui, pritraukus p300
skatinama lasteliy diferenciacija, o CBP — palaikomas kamieniSkumas
(Deitrick ir Pruitt, 2016). Taip pat daugéja duomeny, kad B-kateninas gali
pritraukti ir transkripcijos represoriy, tokiu biidu slopindamas tam tikry geny

veiksniy
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raiskag (MacDonald et al., 2009). Teigiama, kad bendras B-katenino lygis
lastelése néra labai svarbus, nes transkripcijos reguliacijai uZztenka net ir
mazo baltymo kiekio branduolyje (Kretzschmar ir Clevers, 2017).

Pastebéta, kad esant aktyviam kanoniniui Wnt signaliniui keliui padidéja
daugelio baltymy stabilumas. Taip nutinka, nes baltymy kinazé GSK3p
negali disocijuoti i§ destrukcijos komplekso ir fosforilinti kity savo taikiniy
bei tokiu budu sumazinti jy stabilumo. Manoma, kad visame lastelés
proteome net 20% baltymy stabilumas yra valdomas GSK3B. Sumazéjes
GSK3p taikiniy skaidymas prisideda prie greitesnio véziniy lasteliy augimo
bei pasidalinimo (Zhan et al., 2017; Rasmussen et al., 2018).

Wnt/INK kelias. WNT glikoproteinai jvairiais keliais gali skatinti JNK
kinaziy aktyvuma. Pirma, Sis kelias gali bati aktyvuojamas WNT4/5A/11
glikoproteinams sgveikaujant 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). Si
sgveika lemia DVL pritraukimg ir fosforilinimg. Fosfo-DVL per savo DEP
domeng pritraukia bei aktyvuoja RAC1 GTPaze, kuri skatina JNK aktyvuma
(Komiya ir Habas, 2008). Ligando-receptoriaus sgveika JNK aktyvumg gali
skatinti ir per RhoA (Gomez-Orte et al., 2013; Sabatino et al., 2014) bei
CDC42 (Kikuchi et al., 2009). Taip pat zinoma, kad nuo JNK priklausomas
Whnt signalinis kelias gali buti aktyvuojamas WNT4/5A/11 sgveikos su ROR
receptoriais metu. Toliau JNK kinazés fosforilina citoplazminius arba
branduolyje esancius savo taikinius taip didindamos arba mazindamos jy
aktyvumg. Manoma, kad Wnt/DVL/INK kelias gali aktyvuoti apoptoze
(Rasmussen et al., 2018). Visgi, JNK poveikis lasteléms priklauso nuo JNK
aktyvacijos trukmés — trumpalaiké JNK aktyvacija skatina lgsteliy
iSgyvenima, o ilgalaiké — sukelia apoptoze (Ventura et al., 2006).

Wnt/Ca” kelia aktyvuoja WNT5A/11 saveika su FZD2-7 dalyvaujant
ROR1/2 koreceptoriams (De, 2011; Kuhl et al., 2000; Grumolato et al.,
2010; Slusarski ir Pelegri, 2007). Si ligando-receptoriaus saveika pritraukia
fosfo-DVL ir lemia fosfolipazés C aktyvacijg (PLC). Aktyvi PLC katalizuoja
fosfatidilinozitolio 4,5-bisfosfato (PIP;) virsma | inozitolio 1,4,5-trisfosfata
(IP5) ir 1,2-diacilglicerolj (DAG) (De, 2011). IP; skatina Ca** jony is¢jima is
endoplazminio tinklo. Tai aktyvuoja jvairius nuo Ca®" priklausomus
baltymus, pavyzdziui, nuo Ca**/kalmodulino priklausomga baltymy kinaze II
(CAMKII), TGFB aktyvuojama kinazg (TAKI1), | Nemo panaSig kinaze
(NLK), kalcineuring ir kitus (Rasmussen et al., 2018; Deitrick ir Pruitt,
2016). Tuo tarpu DAG Kartu su Ca®* aktyvuoja baltymy kinaze C (PKC).
Toliau CAMKII ir PKC aktyvuoja transkripcijos veiksnius NFkB ir CREB, o
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kalcineurinas — NFAT (De, 2011). Be to, pastebéta, kad NLK, CAMKII ir
kalmodulinas slopina Wnt/B-katenino kelig (Komiya ir Habas, 2008;
Krishnamurthy ir Kurzrock, 2018).

Whnt signalinio kelio reguliacija. Wnt signalinis kelias gali bdati
valdomas ligandy ir receptoriy lygiuose. Signalg perduodanciy lasteliy
endoplazminiame tinkle vyksta Wnt ligandy glikozilinimas bei
konservatyvios serino liekanos modifikavimas palmitoleinatu, dalyvaujant
palmitoleino transferazei porkupinui (Nile ir Hannoush, 2016). Taip
modifikuotas WNT saveikauja su transmembraniniu baltymu WLS, kuris
lemia WNT baltymo nukreipimg j Goldzio kompleksa ir tolesng¢ pilnai
subrendusio baltymo sekrecija j lastelés iSor¢ (Zhan et al., 2017). Wnt
ligandai gali bati: 1) iSneSami i$ lastelés ant egzosomy pavirSiaus (Gross et
al., 2012); 2) ismetami i$ lgstelés komplesy su lipoproteinais pavidalu (Herr
et al., 2012); 3) likti prisitvirting prie sekretuojancios lastelés membranos
(palmitoleinatui tarnaujant inkaru) (Port ir Basler, 2010). Po WNT sekrecijos
WLS baltymas grazinamas j endoplazminj tinkla, kur jis gali sgveikauti su
naujai subrendusiu Wnt ligandu (Kikuchi et al., 2011).

Palmitoleinato liekanos prijungimas svarbus ne tik Wnt ligando
sekrecijai, bet ir ligando sgveikai su receptoriumi (Janda et al., 2012).
Nustatyta, kad baltymas NOTUM gali katalizuoti Sios liekanos pasalinima ir
tokiu biidu slopinti Wnt signalinj kelia (Kakugawa et al., 2015). Sis
signalinis kelias taip pat slopinamas kity su Wnt ligandais saveikaujanciy
baltymy, tokiy kaip WNT slopinantis veiksnys WIF1, sekretuojami su FZD
receptoriais susij¢ baltymai sFRP1-5, Cerberus, TIKI, APCDDL1 (Tortelote
et al., 2017; Kretzschmar ir Clevers, 2017).

Wnt ligandy ir receptoriy sgveika slopinama su FZD receptoriais arba
koreceptoriais sgveikaujan¢iy baltymy SOST, APCDDI, Dickkopfl—4
(DKK1-4) (Tortelote et al., 2017; Kretzschmar ir Clevers, 2017). DKK1/2
ne tik blokuoja ligando sgveikg su LRP, bet pritraukia transmembraninj
baltyma KREMEN, kuris skatina LRP endocitoze¢ (Krausova ir Korinek,
2014). Tuo tarpu NORRIN veikia kaip alternatyvus FZD ligandas ir esant
LRP aktyvuoja nuo B-katenino priklausoma kelia (Junge et al., 2009; Deng
et al., 2013).

Wnt signalas nutraukiamas neigiamo grjztamojo rySio — p-kateninas
skatina ubikvitino ligaziy ZNRF3 ir RNF43 raiska, kurios ubikvitilina FZD
receptorius ir taip juos pasalina i§ membranos. Sj procesa gali sutrikdyti
sekretuojami baltymai R-spondinai sudarydami LGR5/R-spondinas/ZNRF3
arba LGR5/R-spondinas/RNF43 kompleksus ir tokiu buidu sustiprindami
Whnt signalg (Tortelote et al., 2017).
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Wnt signalinio kelio svarba kolorektalinio véZio vystymesi. Nuo
B-katenino priklausomas Wnt signalinis kelias yra labai svarbus
kolorektalinio vézio vystymesi. Deitrick ir Pruitt su kolorektalinio vézio
atsiradimu sieja mutacijas APC ir KRAS baltymus koduojanc¢iuose genuose.
Dazniausiai aptinkamos APC geno mutacijos, kurios lemia nepilno ilgio
baltymo susidaryma — net 85% naviky turi mutacija bent viename APC
alelyje, o 60% naviky — dviejuose. KRAS funkcijos jgijimo mutacijos leidZia
Siam baltymui savitai fosforilinti su E-kadherinu sgveikaujantj $-katening ir
tokiu budu skatinti B-katenino atpalaidavimg bei pernasa j branduolj
(Deitrick ir Pruitt, 2016). Kolorektaliniam véziui taip pat biidingos mutacijos
B-katenino reguliaciniame domene (btidingos 5% vézio atvejy) (Krausova ir
Korinek, 2014), RNF43 funkcijos praradimo mutacijos (18% véZio atvejy),
translokacijos  R-spondinus koduojan¢iuose genuose (8%  atvejy)
(Krishnamurthy ir Kurzrock, 2018) ir kitos. Padidéjes Wnt/B-katenino
signalinio aktyvumas taip pat gali prisidéti prie kepeny, gimdos kaklelio,
kiau§idziy ir kity audiniy kancerogenezés (Su et al., 2010). Tuo tarpu
nekanoniniai Wnt signaliniai keliai priklausomai nuo vézio tipo bei stadijos
gali ir slopinti, ir skatinti vézio atsiradima (Humphries ir Mlodzik, 2018;
Wang, 2009).

Whnt signalinis kelias ir atsparumas chemoterapiniams vaistams.
Padidéjes Wnt/B-katenino signalinio kelio aktyvumas nesmulkialgstelinio
plauc¢iy vézio atveju siejamas su atsparumu cisplatinai (Yang et al., 2013;
Gao et al., 2013) ir taksoterui (Wang et al., 2012), o kepeny vézio atveju —
su atparumu interferono-a ir 5-FU deriniui (Noda et al., 2009). Pastebéta,
kad B-katenino baltymo kiekio padidéjimas lemia didesn¢ IAP4 raiSka ir
apoptozés slopinimg, tokiu budu padidindamas kasos vézio Iasteliy
atsparumg gemcitabinui (Guo et al., 2009b). GSK3p aktyvumo padidéjimas
IT stadijos kolorektalinio vézio navikuose siejamas su maZesniu 5-FU
veiksmingumu (Grassilli et al., 2013). Padidéje B-katenino ir JNK bei
sumazeéjes CaMKII baltymo kiekis siejamas su padidéjusiu kiausidziy vézio
lasteliy atsparumu cisplatinai (Huang et al., 2016b). Kitame cisplatinai
atspariy kiauSidziy vézio lasteliy tyrime parodyta, kad ROR1 ir ROR2 yra
svarbus iy lasteliy migracijai ir invazyvumui (Henry et al., 2016). Neigiamo
Whnt signalinio kelio reguliatoriaus DKK-1 lokalizacija branduolyje — vienas
i§ kolorektalinio vézio atsparumo chemoterapiniams vaistams Zzymeny
(Aguilera et al., 2015).

Wnt signalinio kelio aktyvuma kei¢iantys junginiai. Wnt signalinio
kelio slopikliai gali bti skirstomi pagal jy taikinius. WNT/FZD komplekso
slopikliams priskiriami porkupino slopikliai (LGK974, ETC-159, IPW-2), su
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Whnt ligandais (OMP-54F28, monokloniniai antikiinai atpazjstantys WNT1
arba WNT2, sFRP, WIF) bei su FZD receptoriais (OMP18R5, OTSA101,
OMP131R10, FOXY-5, DKN-01) saveikaujantys baltymai. Destrukcijos
komplekso slopikliams priklauso AXIN stabiluma padidinantys tankiraziy
slopikliai (XAV939, IWR1, NVP-TNKS656, JW74, WIKI4) bei DVL
slopikliai (NSC668036, J01-017a, FJ9, 3289-8625). B-katenino aktyvuojamy
transkripcijos kompleksy slopikliai veikia kaip B-katenino/TCF antagonistai
(PKF115-584, CGP049090, PKF118-310, iCRT3, iCRT5, IiCRT14,
PNU-74654, BC21, LF3) arba su B-kateninu saveikaujanciy transkripcCijos
aktyvikliy 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 Zinomi ir Wnt signalinio kelio aktyvatoriai (BML-284,
IM-12, AzZD2858, 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 Igsteliy bendravimui svarbus konservatyvus
ligando — receptoriaus signalinis kelias (Soltanian ir Matin, 2011; Wang et
al., 2010). Pagrindiniai §io signalinio kelio dalyviai — keturi Notch
receptoriai  (NOTCH1-4) bei penki ligandai, kurie priklauso DLL
(DLL1/3/4) arba Jagged (JAG1/2) seimoms (Li et al., 2017).

NOTCH1-4 — vieng karta membrang perveriantys heterodimeriniai
baltymai, sudaryti i§ dviejy fragmenty — uZlgstelinio fragmento NEC ir
transmembraninio-vidulgstelinio fragmento NTM (Ntziachristos et al.,
2014). NEC fragmente yra 29 — 36 j epidermio augimo veiksnj panaSis
pasikartojimai EGFL, kurie svarbus receptoriaus sgveikai su ligandu. Taip
pat Siame fragmente yra neigiamoje reguliacijoje dalyvaujantis NRR
regionas, kuris uztikrina signalinio kelio slopinimg nesant ligando (Kopan ir
Ilagan, 2009). Tuo tarpu NTM sudarytas i§ trumpo uzlastelinio domeno
(dalyvauja  heterodimerizacijoje; jame yra S2  kirpimo  sritis),
transmembraninés dalies ir NOTCH vidulgstelinio domeno (NICD).
Svarbiausi NICD motyvai — su RBPJk sgveikaujantis RAM domenas,
ankirino pasikartojimai  (ANK), dvi branduolio lokalizacijos sekos,
transaktyvacijos domenas ir PEST seka (Sjogvist ir Andersson, 2017).
NOTCHI1 ir NOTCH2 struktiira yra labai pana$i. Tuo tarpu NOTCH3 ir
NOTCH4 pasizymi mazesniu EGFL pasikartojimy kiekiu (atitinkamai 34 ir
29) bei neturi transaktyvacijos domeno (Sjoqvist ir Andersson, 2017;
Ntziachristos et al., 2014).

24



Notch receptoriy pirmtakai sintetinami endoplazminiame tinkle kaip
vienos polipeptidinés grandinés transmembraniniai baltymai. Cia prasideda
iy pirmtaky brendimas: EGFL pasikartojimai modifikuojami O-gliukozés
lickanomis dalyvaujant POGLUT1 (8i modifikacija palengvina receptoriaus
skélimg) (Acar et al., 2008), O-fukozés lieckanomis dalyvaujant POFUTI
(Stahl et al., 2008) bei O-N-acetilglikozamino liekanomis dalyvaujant
EOGT1 (Sawaguchi et al.,, 2017). Taip modifikuoti Notch receptoriy
pirmtakai pernesami j Goldzio kompleksa, kuriame N-acetilglikozaminas
prijungiamas  prie  O-gliukozés  dalyvaujant  ksilosiltransferazéms
(GXYLT1/2, XXYLT1) ir O-fukozés dalyvaujant Fringe Seimos baltymams
(Lunatic, Radical arba Manic) (Kovall et al., 2017; Moloney et al., 2000;
Takeuchi ir Haltiwanger, 2014). Nustatyta, kad Fringe $eimos baltymai
modifikuoja skirtingus EGFL pasikartojimus ir tokiu biidu keicia
receptoriaus afiniSkumg ligandams. Pavyzdziui, Radical skatina NOTCH1
saveika su DLL1 ir JAGI1 ligandais, kai tuo tarpu Lunatic ir Manic skatina
saveika su DLL1/4, o sgveikg su JAG1/2 slopina (Siebel ir Lendahl, 2017;
Sjoqvist ir Andersson, 2017). Notch receptoriy pirmtaky brendimas
baigiamas trans-Goldzio komplekse vykstant jy skélimui S1 srityje, kurj
vykdo furino tipo konvertazé (Blaumueller et al., 1997). Tokiu budu
susidaro du Notch receptoriaus fragmentai, kurie iSkart dimerizuojasi
dalyvaujant Ca®*. Subrendes heterodimerinis baltymas pisleliy pagalba
perneSamas j lastelés plazming membrang (Li et al., 2017).

DLL1/3/4 ir JAGL1/2 — vieng kartg lgstelés membrang perveriantys
baltymai, kuriy svarbiausi motyvai: uZlgstelinéje strityje esantis DSL
domenas, daug EGFL pasikartojimy turintis domenas (dalyvauja ligando-
receptoriaus sgveikoje), transmembraniné sritis bei vidulgstelinis PDZ
motyvus turintis domenas (dalyvauja sgveikoje su kitais lastelés baltymais)
(Sjoqvist ir Andersson, 2017). JAG baltymai turi daugiau EGFL
pasikartojimy negu DLL baltymai (atitinkamai 16 ir 6-8). Be to, jiems
buidingas cisteinu turtingas domenas, kurio neturi DLL (Colliton et al., 2001,
Kangsamaksin et al., 2015; UniProtKB). Kaip ir Notch receptoriai, ligandai
yra modifikuojami signalg siuncianciy lasteliy Goldzio komplekse
dalyvaujant Fringe baltymams. Nustatyta, kad DLL1/3 glikozilinimas
dalyvaujant Lunatic skatina $iy baltymy cis sgveikag su NOTCH1 (Sjoqvist ir
Andersson, 2017).

Kanoninis Notch signalinis kelias aktyvuojamas subrendusiam Notch
receptoriui sgveikaujant su kitos lgstelés pavirSiuje esanciu Notch ligandu
(1.5 pav.). Sios saveikos metu liganda pateikiandioje lasteléje aktyvuojamos
ubikvitino E3 ligazés 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
ligandy vidulasteling dalj. Tai skatina receptoriaus NEC domeno-ligando
komplekso endocitoze | liganda pateikiancia lastelg. Endocitozé €ia sukuria
mechaning jéga, kuri atidengia lastelés iSoréje esancia ADAMI10/17
metaloproteazéms jautrig Notch receptoriaus sritj (S2 sritis) (Kovall et al.,
2017; Bray ir Gomez-Lamarca, 2018; Kopan ir llagan, 2009). Po vienos i$
§iy proteaziy vykdomo kirpimo susidares NEXT (angl. Notch extracellular
truncated) toliau sgveikauja su y-sekretazés kompleksu, kuris vykdo
receptoriaus kirpima S3 srityje tokiu budu leisdamas transkripcijos
aktyvikliui NICD keliauti j branduolj (Kopan ir llagan, 2009). Kur vyksta S3
kirpimas dar néra tiksliai Zinoma — 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 §is kirpimas vyksta prie
lastelés plazminés membranos ir nuo endocitozés nepriklauso (Sorensen ir
Conner, 2010; Struhl ir Adachi, 2000). Taip pat pastebéta, kad y-sekretazés
kirpimo metu gali susidaryti skirtinga stabiluma turintys NICD produktai.
Pavyzdziui, N-gale valing turintis NICD1 yra stabilesnis, o sering arba
leucing — greitai suskaidomas (Tagami et al., 2008).

Signala siuncianti Endocitozé
Igstelé é =

=5 DLL1/3/4
JAG1/2

v-sekretazés

NOTCH1-4
= kompleksas

Signalg priimanti
Iastelé

1.5 pav. Kanoninis Notch signalinis kelias. Pagal (Kovall et al., 2017; Bray ir Gomez-
Lamarca, 2018; Kopan ir llagan, 2009)

NICD | branduolj patenka kanoniniu nuo o/Bl importiny priklausomu
keliu (Huenniger et al., 2010). Branduolyje NICD per RAM ir ANK
domenus saveikauja su transkripcijos veiksniu RBPJk susidarant NICD-
RBPJk kompleksui. NICD ir RBPJk sgveikos pavirSiuje susiformuoja

26



griovelis, per kurj prie komplekso prisijungia transkripcijos aktyviklis
MAML (MAML1-3) (Bray ir Gomez-Lamarca, 2018). NICD-RBPJ«x-
MAML kompleksas pritraukia transkripcijai svarbius veiksnius (p300, CBP,
PCAF, PBAF, BRG1, PB1, PHF8, aF4pl2, Zmizl, NACK, LSD1, PRC2,
AlIB1, BRD4, MED1, RNF40) ir, priklausomai nuo konteksto, aktyvuoja
arba slopina NOTCH geny-taikiniy raiska (1.3 lentel¢) (Siebel ir Lendahl,
2017; Weaver et al., 2014; Han et al., 2017; Mo et al., 2015; Wang et al.,
2015).

1.3 lentelé. Notch signalinio kelio aktyvuojamy ir slopinamy geny pavyzdZziai

Receptorius |Valdomi genai

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)

NOTCH1

Aktyvuoja: HES1, HES5 (Shimizu et al., 2002), HEY1, HEY2, HEYL (de Celis
NOTCH2 |ir Bray, 2000), IKKA, NFKB1, CDKN1A, GSK3B, RASGRP2, MDM2, BAX,
FOXO1 (Liu et al., 2017), TNC (Sivasankaran et al., 2009)

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)

NOTCH3

Nekanoniniai Notch signaliniai keliai gali bati skirstomi j keletg
skirtingy tipy priklausomai nuo to kokie kanoninio Notch signalinio kelio
elementai juose dalyvauja arba nedalyvauja. Pirmam tipui priskiriami
signaliniai keliai, kuriuos aktyvuoja alternatyviis ligandai. Pavyzdziui,
transmembraniniy baltymy DNER, NB3, kontaktino 1, Jedi, DLK1 arba
sekretuojamy baltymy MAGP1-2, NovH, YBI1 saveika su Notch
receptoriumi aktyvuoja Notch signalinj kelig (D'Souza et al., 2008; Rauen et
al., 2009; Siebel ir Lendahl, 2017). Antrasis tipas — RBPJk nepriklausomi,
nuo NICD priklausomi keliai. Pavyzdziui, citoplazmoje esantis NICD gali
slopinti BAX oligomerizacijg ir tokiu biidu Igsteles apsaugoti nuo apoptozés
(Perumalsamy et al., 2010). NICD taip pat gali sudaryti kompleksa su FIH-1
ir taip neleisti jam slopinti HIF1a (Poellinger ir Lendahl, 2008). Tuo tarpu
NICD saveika su p50 arba c-REL aktyvuoja NF«xB (Pan et al., 2017). Be to,
nustatyta, kad NICD gali veikti kaip LEF1 aktyviklis (Ross ir Kadesch,
2001). Treciasis tipas — nuo RBPJk priklausomi, nuo NICD nepriklausomi
keliai. Pavyzdziui, 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) sgveika su
RBPJx lemia Sio baltymo konformacijos pokycius bei transkripcijos
aktyvikliy pritraukimga.

Lasteliy sglycio plotas. Pastebéta, kad kuo didesnis lasteliy salycio
plotas, tuo j branduolj perduodamas signalas bus stipresnis ir ilgiau
iSliekantis (Shaya et al., 2017; Bray, 2016). Be to didesnis sgly¢io plotas
galimai sukuria didesnius receptoriaus Kkirpimui reikalingus energijos
kiekius. NOTCHI1 yra kerpamas sunkiausiai ir tam reikalingas didziausias
lasteliy saly¢io plotas (Bray, 2016). Antroje vietoje pagal kirpimui reikalinga
energija — NOTCH2 (Sjoqvist ir Andersson, 2017). Tuo tarpu NOTCH3 yra
kerpamas lengviausiai (Xu et al., 2015). Jo kirpimui uZtenka 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 maZiausiai energijos, jo
kirpimas gali vykti ir sagveikaujant su tirpiais ligandais (Rauen et al., 2009)
arba nepriklausomai nuo ligando (Choy et al., 2017). Pasak James et al.
NOTCH4 kirpimas in vitro lasteliy kultirose nevyksta (James et al., 2014).

Cis saveika. Lasteléje tuo paciu metu gali vykti ir Notch receptoriy, ir
ligandy sintezé. Ligando ir receptoriaus Cis sgveika (t.y. kai ligandas
saveikauja su toje pacioje lasteléje esanciu receptoriumi) negali aktyvuoti
Notch signalinio kelio, nes nesusidaro S2 kirpimui reikiamos jégos. Be to, $i
saveika neleidzia receptoriui sgveikauti su trans pateikiamu ligandu (t.y.
kitoje 1asteléje esanciu ligandu) ir Notch signalinis kelias slopinamas (Kovall
et al., 2017; D'Souza et al., 2008). Pastebéta, kad daugiau ligandy negu
Notch receptoriy turinti lastelé siys signalg kitai Igstelei. Tuo tarpu daugiau
Notch receptoriy negu ligandy turinti lgstelé signalg 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 receptoriy arba ligandy ubikvitilinima
skatinantys baltymai (NUMB, NUMBL, ltch, DELTEX1-2) (McGill ir
McGlade, 2003; Garcia-Heredia ir Carnero, 2018; Zhang et al., 2010b; Shao
et al., 2017) bei NICD sgveika su RBPJk arba aktyvikliy pritraukima
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 aktyvuma veikia su Notch receptoriais sgveikaujantys
AAK1 (Gupta-Rossi et al., 2011), MDM2 (Pettersson et al., 2013) bei
NUMB transliacija arba veikima slopinantys MUTASHI1-2 (Imai et al.,
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2001; Kudinov et al., 2017), nPKC1 (Mah et al., 2015). Sio signalinio kelio
valdyme svarby vaidmenj taip pat atleika potransliacinés NICD
modifikacijos, kurios kei¢ia NICD aktyvumg arba stabilumg (Bray, 2016).
Viena svarbiausiy NICD potransliaciniy modifikacijy — fosforilinimas.
CDKS8 arba GSK3p katalizuojamas NICD PEST domeno fosforilinimas
lemia ubikvitino E3 ligazés SEL10 pritraukimg ir NICD suskaidyma (Bray ir
Gomez-Lamarca, 2018; Bray, 2016). NLK, DYRK 1A ir kazeino kinazé CK2
fosforilina NICD bei tokiu budu slopina MAML prisijungimg prie NICD-
RBPJk komplekso (Ishitani et al., 2010; Fernandez-Martinez et al., 2009;
Ranganathan et al., 2011). Tuo tarpu branduolio lokalizacijos seky
fosforilinimas dalyvaujant GSK3p arba PIM padidina NICD pernasg j
branduolj ir teigiamai veikia Notch signalinio kelio aktyvuma (Han et al.,
2012; Santio et al., 2016). Kitos zinomos NICD potransliacinés
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);
et al., 2014; Diefenbacher et al., 2015); sumoilinimas (Antila et al., 2018).
v-sekretazés kompleksa sudaro pamatinis komplekso baltymas APH1,
katalitinj aktyvuma turintis presenilinas 1 arba 2, komplekso stabilumag
padidinantis nikastrinas ir presenilino veikimg sustiprinantis PEN2 (Kovall
et al., 2017). Pagrindiniai Sio komplekso kerpami substratai — vieng kartg
membrang perveriantys baltymai tokie kaip NOTCH1-4, Notch ligandai
(LaVoie ir Selkoe, 2003), lasteliy adhezijoje dalyvaujantys baltymai
(pavyzdziui, E-kadherinas, EpCam (Jurisch-Yaksi et al., 2013),
N-kadherinas (Uemura et al., 2006), Desmoglein-2 (Hemming et al., 2008)),
receptoriai (pavyzdziui, 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. y-sekretazés kompleksas néra savitas konkre¢ioms
transmembraniniy baltymy sekoms, o jo vykdomas kirpimas priklauso nuo
po kirpimo likusio uzlastelinio domeno dydzio — kuo maZesnis likgs
uZlgstelinis domenas, tuo kirpimas efektyvesnis (Jurisch-Yaksi et al., 2013).
Ne visi lastel¢je esantys y-sekretazés kompleksai yra aktyviis. Pastebéta, kad
HIF1la prisijungimas gali aktyvuoti Siuos kompleksus ir skatinti NOTCH
kirpimg (Villa et al., 2014). Sio komplekso aktyvumo padidéjimg gali lemti
padidéjes presenilino kiekis (Li et al., 2011), o aktyvumo sumazéjimas gali
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biiti siejamas su taskinémis presenilino stabilumg sumazinanciomis
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 buidais. Aktyvios represijos atveju
HES1 per WRPW domeng sudaro kompleksa su TLE represoriais. Susidargs
HESI/TLE kompleksas jungiasi su DNR N dézutémis, prie kuriy
pritraukiamos histony deacetilazés. Be to zinoma, kad histony deacetilazes
HES1 gali pritaukti ir tiesiogiai per bHLH domenus. Pasyvios represijos
atveju HES1 per bHLH domena jungiasi prie kito transkripcijos veiksnio
tokiu biidu sudarydamas prie DNR negalint] prisijungti heterodimera ir
slopindamas $io transkripcijos veiksnio aktyvumg (Liu et al., 2015b). Taip
pat zinoma, kad susidargs HES1/pRb heterodimeras sgveikauja su RUNX?2
baltymu ir aktyvuoja nuo RUNX2 priklausomy geny raiska (Lee et al.,
2006). Be to, HES1 gali prisijungti prie STAT3 ir skatinti jo fosforilinima
(Kamakura et al., 2004). HES1 raiska gali indukuoti ne tik Notch signalinis
kelias, bet ir hipoksija, Wnt, Hedgehog, BMP/TGFp signaliniai keliai
(Borggrefe et al., 2016).

Notch ir Wnt signaliniy keliy sasajos. Nustatyta, kad Wnt ir Notch
signaliniai keliai jvairiais budais veikia vienas kita (Collu et al., 2014).
Pirma, veikia kartu valdydami tam tikry geny raiSkg. Pavyzdziui,
branduolyje P-kateninas gali sudaryti kompleksa su NICD-RBPJx ir
aktyvuoti arterijy formavimuisi svarbiy geny rai$ka, tac¢iau esant aktyviam
tik Wnt arba tik Notch signaliniam keliui S§i raiska neaktyvuojama
(Yamamizu et al., 2010). Antra, vieno signalinio kelio aktyvuojami genai
veikia kitg signalinj kelig. Pavyzdziui, nuo B-katenino priklausomas Wnt
signalinis kelias skatina Notch signalinj kelig aktyvuojancio ligando JAG1 ir
receptoriaus NOTCH2 raiskg (Ungerback et al., 2011; Rodilla et al., 2009).
Tuo tarpu NICD skatina FZD receptoriy raiska (Collu et al., 2014). Trecia,
tiesiogine sgveika, kurios metu vienas signalinis kelias slopina arba skatina
kita signalinj kelig. Pavyzdziui, -katenino sgveika su NOTCHI1 skatina
Notch signalinj kelia — sumaz&éja NOTCHI1 ubikvitilinimas ir padidéja
NOTCH1 taikinio HES1 raiska (Krishnamurthy ir Kurzrock, 2018). Tuo
tarpu nuo B-katenino priklausomas signalinis kelias slopinamas —
B-katenino-NOTCH saveika skatina B-katenino endocitozg ir suskaidyma
lizosomose (Collu et al., 2014). Visgi, neseniai kolorektalinés karcinomos
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lastelése buvo parodyta, kad NICD1 gali skatinti p-katenino pernasa i
branduolj bei TCF promotoriaus aktyvacijg (Ishiguro et al., 2017). Taip pat
pastebéta, kad GSK3p fosforilina NICD. Sios kinazés vykdomas NICDI
fosforilinimas lemia NICD1 perna$a j branduolj, padidina jo aktyvuma ir
stabilumag (Krishnamurthy ir Kurzrock, 2018). Kita vertus, GSK3p
vykdomas NICD?2 fosforilinimas nekeic¢ia NICD2 stabilumo, bet sumazina jo
aktyvumga (Espinosa et al., 2003).

Notch signalinio kelio svarba kolorektalinio véZio vystymesi.
Priklausomai nuo audinio, vézio lasteliy tipo ir mikroaplinkos Notch
signalinis kelias gali skatinti arba slopinti vézio vystymasi (Li et al., 2017).
Kai kurie tyrimai rodo, kad Sis signalinis kelias yra svarbus zmogaus
kolorektalinio vézio iniciacijoje — adenomoms bei ankstyvoms vézio
stadijoms biidingas didelis Notch signalinio kelio aktyvumas, o paZengusio
ir metastazinio vézio atvejams — mazas aktyvumas (Szarynska et al., 2017).
Tuo tarpu kiti tyrimai rodo, kad NOTCH1 koduojancio geno kopijy ir iRNR
raiSkos padidé¢jimas kolorektaliniuose navikuose susijes su vélesne vézio
stadija, intensyvesne lasteliy proliferacija, apoptozés slopinimu ir
agresyvesniu naviko fenotipu (Zhang et al., 2010a; Arcaroli et al., 2016; Chu
et al., 2011). Be to, Zheng et al. atlikta imunohistocheminé kolorektalinio
vézio pacienty naviky analizé parode, kad Siam véziniui audiniui budinga ne
tik padidéje NOTCHI, bet ir JAG1, NFxB ir MMP9 baltymy kiekiai (Zheng
et al., 2015). Agresyvesnis kolorektalinio vézio fenotipas taip pat siejamas
su sumazéjusiu NOTCH2 (Wang et al., 2013; Masuda, 2011; Chu et al.,
2009) bei padidéjusiais 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) baltymy kiekiais. Be to, NOTCH stabilumag padidinanti
deubikvitinazé USP28 skatina kolorektalinio vézio vystymasi (Diefenbacher
et al., 2014).

HESI1 svarba kolorektalinio véZio kancerogenezéje néra vienareikSmé —
kai kurie tyrimai rodo, kad maZesnis branduolinio HES1 baltymo lygis
susijes su prastesniu pacienty iSgyvenamumu (Ahadi et al., 2016), kiti teigia
prieSingai ir su agresyvesniu fenotipu sieja didesnj HES1 baltymo kiekj
(Yuan et al., 2015a). Pastaruoju atveju naviko agresyvumo padidéjimas
galéty biiti paaiSkinamas tuo, kad HES1 skatina su kamieniskumu siejamy
geny CD133, ABCG2, NANOG, ALDH1 raiskg tokiu biidu padidindamas
kolorektalinio véZio Igsteliy geba atsinaujinti (Gao et al., 2014). Be to, HES1
aktyvuoja BMI-1 ir PTEN/AKT/GSK3p kelig ir tokiu biidu skatina Igsteliy
proliferacijg bei migracija (Gao et al., 2015).
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Notch signalinis kelias ir atsparumas chemoterapiniams vaistams.
Padidéje Notch receptoriy baltymo kiekiai daznai siejami su atsparumu
chemoterapiniams vaistams: NOTCH1 - plauciy ir prostatos vézio
atsparumu taksoterui (Huang et al., 2016a; Wang et al., 2017b), plauciy ir
kraties vézio atsparumu doksorubicinui (Hassan et al., 2016; Kim et al.,
2015), glioblastomos lasteliy atsparumu 5-FU, OxaPt, cisplatinai (Yu et al.,
2016a); NOTCH2 — kepeny vézio lgsteliy atsparumu 5-FU (Capodanno et
al., 2018; Wu et al., 2016a); NOTCH3 — plauciy véZio atsparumu taksoterui
(He et al., 2017), urotelio ir kiausidziy vézio atsparumu cisplatinai (Zhang et
al., 2017b; McAuliffe et al., 2012), kiausidziy véZio atsparumu karboplatinai
(Gupta et al., 2013; Park et al., 2010). Pastebéta, kad aktyvus Notch
signalinis kelias gali lemti ABCC1 lygio padidéjima bei slopinti nuo p53
priklausoma apoptoze (Kim et al., 2015; Stylianou et al., 2006). Kaip teigia
Mungamuri et al. §j apoptozés slopinimg NICD1 gali vykdyti per nuo
PIBK/AKT/PKB, mTOR ir elF4E priklausomg kelig sutrikdydamas p53
fosforilinimg bei pernasa i branduolj (Mungamuri et al., 2006).

Su vézio lgsteliy atsparumo chemoterapiniams vaistams padidéjimu taip
pat gali bati siejami ir padidéje Notch ligandy Kiekiai: JAG1 ir DLL4 — su
kraties ir kiausidziy vézio lasteliy atsparumu taksoterui (Steg et al., 2011;
Wang et al., 2017a); JAG2 — kolorektalinio vézio atsparumu doksorubicinui
(Vaish et al., 2017). Taip pat zinoma, kad HES1 baltymo kiekio padidéjimas
kepeny ir kolorektalinio vézio atveju susijes su atsparumu 5-FU (Capodanno
et al., 2018; Sun et al., 2017b) bei kepeny vézio atsparumu gemcitabinui
(Cao et al., 2015). Tai gali vykti dél HES1 skatinamo epitelio-mezenchimos
virsmo bei ABCB1, ABCC1 ir ABCC2 raiskos (Sun et al., 2017b). Neigiamo
Notch signalinio kelio reguliatoriaus NUMBL lygio sumaZinimas naudojant
ShRNR padidina HeLa lgsteliy atsparuma irinotekanui, 5-FU, gemcitabinui ir
taksoterui (Garcia-Heredia et al., 2016). Tuo tarpu NUMB gali sudaryti
kompleksa su p53 ir MDM2, tokiu buidu sumazindamas p53 ubikvitilinimg ir
suskaidyma (Colaluca et al., 2008).

Notch signalinio kelio aktyvuma kei¢iantys junginiai. Notch signalinio
kelio slopinimui naudojami y-sekretazés 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, GI1254023X, INCB7839,
XL784), ligando receptoriaus sgveika slopinantys junginiai (tirpus NOTCH1
ektodomenas, NOTCH1-EGF11-13-Fc, DLL4-Fc, DLK1, N110-24, N11-13,
monokloniniai antikinai 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
suskaidomy medziagy ir jy patekimo j lizosomas budo iSskiriami trys
autofagijos tipai: nuo Saperony priklausoma autofagija, mikroautofagija ir
makroautofagija (Li et al., 2012). Nuo Saperony priklausomai autofagijai
budingas tiesioginis KFERQ motyvus turinCiy citoplazminiy baltymy
patekimas j lizosomy vidy dalyvaujant HSPAS ir LAMP2A baltymams. Tuo
tarpu mikroautofagijos metu jlinksta lizosomy membrana ir j jy vidy
jtraukiami jvairesni substratai. I§ visy autofagijos tipy geriausiai apibiidinta
makroautofagija (toliau vadinama autofagija) — dvisluoksnei membranai
apsupus organeles bei dalj citoplazmos susidaro autofagosomos, kurioms
susiliejus su lizosomomis — autolizosomos (Galluzzi et al., 2017a).

Autofagija dalyvauja Iastelés homeostazés palaikyme. Daugumai lasteliy
budinga konstitutyvi baziné autofagija, kurios metu pasalinami ilgai
gyvuojantys baltymai, baltymy agregatai bei senos prasciau veikiancios
organelés (Lippai ir Szatmari, 2017; Yin et al., 2016; La Rovere et al.,
2016). Manoma, kad lastelés augimui palankiomis sglygomis baziné
autofagija katabolizuoja apie 1 — 1,5% lastelés baltymy per valanda (Simon
etal., 2017).

Lastelés geba labai greitai reaguoti | stresa ir padidinti autofagijos
intensyvuma (Lippai ir Szatmari, 2017). Tai uztikrinama lgsteléje nuolat
sintetinant baltymus, kurie sudaro autofagijos indukcijai ir izoliuojanéiy
membrany augimui svarbius kompleksus ULK1/2-ATG13-ATG101-FIP200
(ULK kompleksas) ir VPS34-p150-BECLIN1-ATG14L (PI3KC3-C1
kompleksas). Lastelés augimui palankiomis salygomis Siy kompleksy
aktyvumas slopinamas: 1) mTOR-RAPTOR-mLST8-PRAS40-DEPTOR
kompleksas (mMTORC1 kompleksas) per RAPTOR baltymg sgveikauja 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 suriSamas susidarant jo kompleksams su
BCL2, BCLxL, MCL1 arba BIM baltymu (Antonioli et al., 2017). Taip pat
zinoma, kad mTORC1 kompleksas fosforilina TFEB ir tokiu biidu skatina
Sio transkripcijos veiksnio saveikg su 14-3-3 baltymais bei sulaikyma
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1.4 lentelé. Autofagijos indukcijai svarbiy streso aktyvuojamy baltymy pavyzdZiai
Baltymai |Stresas Mechanizmai
DNR pazaidos,
?uogisrhglpoksua, Aktyvus TSC1/2 skatina mTORC1 komplekso veikimui reikalingo
TSC1/2 veiksniu. ATP RHEB-GTP virsma | RHEB-GDP, todél mTORC1 kompleksas
<sny, AL slopinamas (Simon et al., 2017; Chandra et al., 2016).
aminorugsciy
trikumas
Aktyvi AMPK fosforilina: 1) ULK1/2 bei TSC2, tokiu budu
_ padidina jy aktyvuma (Pietrocola et al., 2013; Paquette et al., 2018);
AMPK ﬁ‘lggkt;jlguggsé 2) RAPTOR ir taip slopina mTORC1 kompleksa (Chandra et al.,
. ~7"12016); 3) BECLINI, tokiu budu skatina PI3KC3-C1 komplekso
DNR pazaidos L T . ST
susirinkimg ir pritraukima prie izoliuojanéiy membrany (Chandra et
al., 2016; Antonioli et al., 2017).
Kai yra maisto medziagy, mTORCI1 fosforilina ir slopina
Maisto AMBI_{AI. Trikstant ma.isto medziagy AMBRAI defosforilinamas
AMBRA1 |medziagy ir :skatma nuo TRAF6 priklausoma ULK belzlln.u(.) CULLIN4 o
triikumas priklausomg PI3KC3-C1 komplekso ubikvitilinimg. Tai padidina
$iy kompleksy stabilumg ir skatina autofagija (Zachari ir Ganley,
2017).
Esant hipoksijai maz¢ja HIF 1o skaidymas. HIF1 skatina BNIP3,
REDD1 raiska. BNIP3 sagveikauja su: 1) RHEB ir slopina mTOR
(Paquette et al., 2018); 2) BCL2 bei skatina BCL2-BECLIN1
HIF1 Hipoksija komplekso disociacijg ir BECLINI jjungimg j PI3KC3-C1
kompleksa (Lippai ir Szatmari, 2017). REDD1 slopina TSC2
saveikg su 14-3-3 baltymais ir taip skatina TSC2 aktyvuma (Tan ir
Miyamoto, 2016).
Prie DNR triikiy jungiasi PARP1, kuri naudodama NAD* poli-
APD-ribozilina baltymus ir tokiu biidu pazymi DNR pazaidos vieta.
_ .. |Taip pat poli-ADP-ribozilinima heksokinaz¢ ir slopinama glikolizé.
PARPL  IDNR trikiai g o ¢ daug pazaidy labai sumazéja NAD" bei ATP kiekiai, o tai
aktyvuoja AMPK (Dianov, 2011; Simon et al., 2017; Eliopoulos et
al., 2016).
Dvigrandininiy DNR triikiy vietose prie DNR galy prisijungia MRN
kompleksas, kuris skatina ATM autofosforilinimg ir aktyvacija. p-
ATM: 1) fosforilina CHK2, kuris fosforilina ir aktyvuoja p53; 2)
ATM DNR trukiai, [aktyvuoja su RNR polimeraze II saveikaujantj baltyma CHE-1,
ROS, hipoksija |kuris skatina mTOR slopinan¢iy baltymy REDD1 ir DEPTOR
raiska (Eliopoulos et al., 2016; Simon et al., 2017).
ROS oksiduoja citoplazmoje esantj ATM ir skatina jo dimerizacija.
Sis ATM dimeras aktyvuoja AMPK (Eliopoulos et al., 2016).
Maisto Esant maisto medziagy trikumui fosforilina BCL2 bei BIM, todél
INK1L medziagy suyra BCL2-BECLIN1 arba BIM-BECLIN1 kompleksai (Bento et
trikumas, DNR|al., 2016). Esant genotoksiniam stresui fosforilina ir stabilizuoja
pazaidos p53 (Chandra et al., 2016; Zachari ir Ganley, 2017).
Aktyvus p53 skatina AMPK, TSC2, DAPK, SESN1/2 raiska (Simon
p53 DNR pazaidos et al., 2017; Eliopoulos et al., 2016; Feng et al., 2007; Mrakovcic ir
Frohlich, 2018). SESN1/2 baltymai aktyvuoja AMPK (Simon et al.,
2017).
ROS Aktyvi DAPK: 1) fosforilina BECLINL1 ir taip skatina BCL2-
DAPK endolplazminio BECLINI komplekso (_iisociac_ij_q (Antonio!i et_al., 20_17);
tinklo stresas 2) aktyvuoja PKD, kuri fosforilina VPS34 ir taip skatina
autofagosomy formavimasi (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 j branduolj, kur jis skatina autofagijai svarbiy (pavyzdziui,
UVRAG, WIPI, MAPLC3B, SQSTM1, VPS11, VPS18, ATG9B) bei lizosomy
biogenezei svarbiy geny (pavyzdZziui, lizosomy hidrolazes koduojanciy geny
ASAH1, GAA, GBA, GLA, GLB1, IFI30, PLBD2, SCPEP1, TPP1; lizosomy
membraninius baltymus koduojanéiy geny CTNS, CLN3, MCOLNI,
LAMP1) raiska (Settembre et al., 2011; Palmieri et al., 2011). Kai kurie
mechanizmai, kuriais lastelés stresas aktyvuoja ULK ir PI3KC3-Cl
kompleksus apzvelgti 1.4 lenteléje ir grafiSkai pavaizduoti 1.6 pav.

BNIP3 = UVRAG '
C@j—» geee’ 7 S “ g mﬁ:was
* & o m =

Ve DEPTOR
/\ pazaidos vietos \ |—)
pazyméjimas @/ v /
7SG2 /
hipofksiia —-— ——a— a—
j,ATP, |NaD* -
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ROS mTOR (PRAS40) mTORC1
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\ RAF‘TOR
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BECLIN‘I ATG1
PISKCS C1 kompleksas

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)

Autofagosomy formavimasis ir brendimas. Streso signalai lemia
MTORC1-ULK disociacijag, po kurios vyksta ULK komplekso
autofosforilinimas, aktyvacija bei lokalizacija ] vietas, kuriose prasideda
izoliuojan¢iy membrany formavimasis (1.7 pav.). Siuo metu manoma, kad
izoliuojan¢iy membrany lipidai gali buti kile i§ plazminés, endoplazminio
tinklo, Goldzio komplekso, mitochondrijy arba endosomy membrany (Dikic
ir Elazar, 2018; Kruppa et al., 2016). Aktyvus ULK kompleksas toliau
fosforilina daugybe taikiniy, pavyzdziui: 1) kartu su SRC fosforilina
transmembraninj baltymg ATG9 ir skatina ATGY turiniy pusleliy
pritraukimg ] autofagijos iniciacijos sritis; 2) AMBRAI, taip sumazina
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PI3KC3-C1 komplekso sgveika su lgstelés citoskeletu ir galimai skatina $io
komplekso translokacijg prie izoliuojan¢iy membrany; 3) BECLINI,
ATG14L ir skatina PISBKC3-C1 komplekso aktyvuma; 4) p62 ir skatina
selektyvig autofagija (Zachari ir Ganley, 2017; Mercer et al., 2018).

Aktyviam PI3KC3-C1  kompleksui fosforilinant izoliuojanciose
mebranose esantj fosfatidilinozitolj susidaro fosfatidilinozitolio 3-fosfatas
(PI3P) (Mercer et al., 2018). Susidarius PI3P sankaupoms membrana
iSlinksta bei pritraukiami su PI3P sgveikaujantys baltymai DFCP1, ALFY
(skatina baltymy agregatams selektyvig autofagija), WIPII-4 (skatina
izoliuojan¢iy membrany augimui svarbiy kity baltymy pritraukima;
pavyzdziui, 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).

Izoliuojan¢iy membrany augimui reikia dviejy konjugaciniy sistemy.
Pirmoji vykdo ATG12 konjugacija — ATGI12 C galo glicino karboksigrupé
aktyvinama dalyvaujant ATP ir susidarant tioesteriniui rySiui su ATG7
cisteinu. Nuo ATG7 cisteino ATG12 yra perneSamas ant ATG10 cisteino,
kol galiausiai per izopeptidinj ry$j ATG12 prijungiamas prie ATGS lizino
(Nakatogawa, 2013). Antroji konjugaciné sistema vykdo LC3/GABARAP
(LC3A-C, GABARAP, GABARAPL1-2) baltymy prijungima prie
izoliuojan¢ios membranos fostatildiletanolamino (PE) (Lippai ir Szatmari,
2017; Martens et al., 2016; Mercer et al., 2018). Prie$ konjugacijg pro-LC3
baltymai yra kerpami cisteino proteazés ATG4B tokiu biidu susidarant
LC3-I formai, kurios C gale yra glicinas (Tsapras ir Nezis, 2017). Sio glicino
karboksigrupe aktyvina ATG7, kuris pernesa LC3-1 ant ATG3, kol galiausiai
dalyvaujant ATG5-ATG12 konjugato ir ATG16L1 kompleksui LC3-1 sudaro
amidinj ry$j su PE (Nakatogawa, 2013; Antonioli et al., 2017). Tokiu badu
LC3-PE (toliau vadinamas LC3-1I forma) prijungiamas prie abiejy
izoliuojancios membranos pusiy ir manoma gali veikti izoliuojancios
membranos tolimesnj augima ir autofagosomos uzsidaryma (Mercer et al.,
2018; Lippai ir Szatmari, 2017). LC3-II taip pat labai svarbus autofagijos
selektyvumui — prie jo jungiasi jvairs autofagijos receptoriai, pavyzdziui:
1) p62 saveikauja su ubikvitilintais substratais ir skatina baltymy agregaty,
nukleortig§éiy, tarpiniy kiineliy bei bakterijy autofagija; 2) NDP52 —
mitochondrijy ir nukleortgséiy autofagija; 3) FAM134B — endoplazminio
tinklo autofagija (Khaminets et al., 2016).

Autofagosomoms uzsidarius toliau vyksta jy brendimas — prie iSorinés
membranos pusés pritraukiami autofagosomy judéjimui link lizosomy
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1.7 pav. Autofagosomy 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 autofagosomy susiliejimui su lizosomomis
svarbiis 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

svarbiis baltymai gali atkeliauti i§ ankstyvyjy ir/arba vélyvyjy endosomy —

Sioms susiliejus su autofagosomoms ir susidarius hibridinéms piusleléms
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amfisomoms (Lippai ir Szatmari, 2017). Taip pat pastebéta, kad
autofagosomy brendimo metu ATG4B katalizuoja LC3-II pasSalinimg nuo
iSorinés membranos pusés (Tsapras ir Nezis, 2017). Visgi, nesutariama
kuriame tiksliai autofagosomy brendimo etape tai vyksta.

Galiausiai  jvyksta autofagosomy/amfisomy iSorinés membranos
susiliejimas su lizosomomis susidarant autolizosomoms. Cia lizosomy
hidrolazés suskaido viding autofagosomy membrang bei autofagosomy
turinj. Skaidymo metu susidar¢ metabolitai permeaziy pagalba grazinami j
citoplazmg (Lippai ir Szatmari, 2017; Kruppa et al., 2016). Kadangi prie
vidinés autofagosomy membranos pusés prijungtas LC3-1l formos baltymas
suskaidomas tik po susiliejimo su lizosomomis, Sis baltymas daznai
naudojamas kaip autofaginiy membrany/autofagosomy zymuo.

Autofagija ir Wnt signalinis kelias. Atlikus bioinformating su
autofagija susijusiy kinaziy analize pastebéta, kad dauguma jy susije su Ca®*
signalu, Wnt bei mTOR signaliniais keliais (Yang et al., 2014b). 2010
metais Gao et al. parodé, kad autofagija neigiamai reguliuoja Wnt signalinj
kelig — trukstant maisto medziagy pVHL ubikvitilintas DVL2 baltymas
sgveikauja su autofagijos adaptoriniu baltymu p62, per kurj DVL2
jtraukiamas ] autofagosomas bei suskaidomas Sioms susiliejus su
lizosomomis (Gao et al., 2010). Be to, nustatyta, kad Wnt/pB-katenino
signalinio kelio slopinimas glioblastomos Igstelése lemia p62 lygio ir
autofagijos srauto padidéjima (Nager et al., 2018). Vienas i budy kaip Wnt
signalinis kelias gali veikti autofagija yra nuo GSK3 priklausomas mTORC1
komplekso aktyvumo reguliavimas, kuris priklausomai nuo lgsteliy tipo bei
konteksto gali buti 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). Pavyzdziui, Azoulay-
Alfaguter et al. nustaté, kad GSK3 raiSkos padidinimas MCF-7 lgstelése
skatina mTORC1 aktyvacijg bei nuo mTORCI1 nepriklausomg autofagijos
srauto ir lizosomy rugstumo sumazéjima (Azoulay-Alfaguter et al., 2015).
Tuo tarpu Inoki et al. teigia, kad nesant Wnt signalo, GSK3p gali fosforilinti
TSC2 ir tokiu biidu slopinti mTORCI1 (Inoki et al., 2006).

Autofagija ir Notch signalinis kelias. Autofagija slopina Notch signalinj
kelig keliais budais — nuo ATG16L1 priklausomu keliu suskaido nekirptus
Notch receptorius (Wu et al., 2016b) bei lemia citoplazminio NICD
suskaidymg nuo p62 priklausomu keliu (Jia et al., 2014). ATG4A gali turéti
ir nuo autofagijos nepriklausomy funkcijy — skrandzio vézio lastelése skatina
HESI raiskos padidéjimg ir epitelio-mezenchimos virsma (Yang et al.,
2016b). Tuo tarpu NOTCH/NICD gali teigiamai arba neigiamai veikti
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autofagija. T,y lastelése pastebéta, kad NICD1 gali sudaryti kompleksus su
BECLIN1 bei ATG14 ir tokiu badu skatinti autofagijg (Sarin ir Marcel,
2017). Plauciy vézio lastelése NOTCH3 nutildymas siRNR sumazina LC3-II
baltymo lygj (Ma et al., 2016). Panasis rezultatai stebimi ir podocituose, kur
Notch signalinio kelio slopinimas ty-sekretazés slopikliu DAPT slopina
autofagija (Zhang et al., 2017a). Tuo tarpu gliomos lastelése NOTCH1
siejamas su autofagijos slopinimu nuo STAT3, AKT ir mTOR priklausomais
keliais (Zou et al., 2015, Wang et al., 2018). Cia NOTCHI raiskos
sumazinimas shRNR padidina LC3-II ir BECLINI1 baltymy lygius (Yao et
al., 2015). PanaSios tendencijos stebimos ir glioblastomos lastelése, kur
Notch signalinio kelio slopinimas y-sekretazés slopikliu MRKO0O03 siejamas
su LC3-II baltymo lygio padidéjimu, o autofagijos slopinimas CQ — su
MRKO003 citotoksiskumo padidéjimu (Natsumeda et al., 2016). Taip pat
pastebéta, kad presenilino 1 delecija arba su paveldima Alzhaimerio liga
susijusios jo mutacijos slopina autofagija sutrikdydamos lizosomy
rugstéjima (Duggan ir McCarthy, 2016).

Autofagijos svarba kolorektalinio vézio vystymesi. Priklausomai nuo
vézio stadijos autofagija slopina arba skatina naviko vystymasi. Ankstyvose
vézio stadijose autofagija apsaugo lasteles nuo vézinés transformacijos —
uztikrina genomo stabilumg, paSalina pazeistas organeles, baltymy
agregatus, onkogenus, sukelia nuo onkogeny priklausomg Igstelés sen¢jima
ir zatj (Burada et al., 2015; Galluzzi et al., 2015). Tuo tarpu vélesnése vézio
stadijose autofagija skatina naviko augimg — padidina lgsteliy atsparuma
hipoksijai, maisto medziagy trikumui bei terapijai (Galluzzi et al., 2015).
Padidéjes LC3-1I baltymo kiekis siejamas su kolorektalinio vézio
agresyvumu ir mazesniu jautrumu terapijai. Be to, su mazesniais Sansais
iSgyventi siejama padidéjes ATG10 baltymo kiekis, ATG5 mutacijos arba
sumazéjes baltymo kiekis (Burada et al., 2015; Marinkovic et al., 2018).

Autofagija ir atsparumas chemoterapiniams vaistams. Autofagijos
slopinimas padidina véziniy lasteliy jautrumg terapijai: 1) ATG7 arba
BECLIN1 siRNR — stemplés véZio Igsteliy jautruma 5-FU (O'Donovan et
al., 2011); 2) CQ — endometriumo vézio lasteliy jautruma -cisplatinai
(Fukuda et al., 2015); 3) HCQ — neuroblastomos jautruma doksorubicinui ir
vinkristinui (Belounis et al., 2016); 4) BECLIN1 siRNR arba CQ -
kolorektalinio vézio lasteliy jautruma OxaPt (Selvakumaran et al., 2013).
Taip pat zinoma, kad padidéjes BECLINL baltymo kiekis kolorektaliniy
karcinomy atveju siejamas su mazesniu 5-FU efetyvumu ir prastesniu
pacienty iSgyvenamumu (Park et al., 2013).
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Autofagijos moduliatoriai. Autofagijos slopinimui gali biiti naudojami
AMPK slopikliai (dorsomorphin), ULKZ1 slopikliai (SBI-0206965,
MRT68921, MRT67307), lizosomy funkcijas sutrikdantys junginiai (CQ,
HCQ, BafAl, Lys05), ATG4B slopikliai (NSC185058). Autofagijos
indukcijai  dazniausiai 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. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Gaminamy buferiy sudétis

PBS - buferinis drusky tirpalas (pH 7,3), kuriame yra 171,1 mM NaCl,
3,35 mM KCl, 1,84 mM KH,PQO, ir 10,14 mM Na,HPO,. Ruosiamas ddH,0.
Autoklavuojamas.

DPBS - buferinis drusky tirpalas (pH 7,3), kuriame yra 136,9 mM NaCl,
2,68 MM KCI, 1,47 mM KH,PO,, 8,12 mM Na,HPO,, 0,9 mM CaCl, ir
0,83 mM MgSO,. Ruosiamas ddH,0. Autoklavuojamas.

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

Tripsino tirpalas — i$ kiauliy kasos i$skirtas tripsinas (Sigma) iStirpintas
EDTA tirpale (0,5 mg/mL).

RIPA — Igsteliy lizés buferis: 50 mM Tris—HCI (pH 7,4), 150 mM NacCl,
1 mM EDTA, 1% natrio deoksicholato, 0,1% NDS, 1% Triton X-100,
peptidaziy slopikliy misinio (Sigma).

NDS elektroforezés buferis: 24,76 mM Tris (Roth), 191,8 mM glicino
(Roth), 3,47 mM NDS.

Pusiau sauso perneSimo 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 NacCl, 0,05 % Tween 20
(Roth).

2.2 Lasteliy linijos

HCT116 (ATCC® CCL-247™) — Zmogaus kolorektalinés karcinomos
lasteliy linija, kuri inicijuota i§ Dukes* D stadijos pirminio naviko. Sios
linijos lgstelés auga prisitvirtinusios prie augimo indo pavirSiaus, pasizymi
epiteline morfologija bei priskiriamos CMS1 kolorektalinio vézio subtipui
(Frejno et al., 2017; Linnekamp et al., 2018). Lasteliy genomui badingas
mikrosatelity nestabilumas, aukStas promotoriy CpG saly metilinimo
laipsnis, BRAF", KRAS"/613P pIK3CA"™HIMR pTEN™ TP53" (Ahmed et
al., 2013).

HCT116/FU Iasteliy sublinija iSvesta i§ HCT116 lasteliy jas kultivuojant
terpéje turinCioje 5-FU bei pamazu didinant Sio vaisto koncentracijg (nuo
10 uM iki 100 pM) metus laiko, kol Iastelés jgijo stabily atsparuma 5-FU.
HCT116/0XA lasteliy sublinija iS§vesta i§ HCT116 lasteliy jas kultivuojant
terpéje turin¢ioje OxaPt ir pamazu didinant Sio vaisto koncentracijg (nuo
1 uM iki 20 uM) 9 meénesius, kol lastelés jgijo stabily atsparumg OxaPt.

Sios lasteliy linijos kultivuojamos RPMI 1640 terpéje (Biochrom AG),
turin¢ioje 10% negimusio verSelio serumo (NVS) (Biochrom AG), 2 mM
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glutamino (karta per dvi savaites) (Sigma), 0,11 mM gentamicino (Roth),
+37°C temperatiiroje ir 5% CO, bei 95% drégmés atmosferoje. Lastelés
atkeliamos nuo augimo indo pavirSiaus tripsino tirpalu. Tripsinas
neutralizuojamas RMPI 1640 terpe su 10% NVS. Atkilusios lastelés
surenkamos | centrifuginj mégintuvélj ir centrifuguojamos 1000xg 7 min,
kambario temperattiroje. Lasteliy nuosédos suspenduojamos sviezioje terpéje
ir i$pilstomos | kultivavimo indus praskiedziant 5-10x%. Lagsteliy augimas
stebimas invertuotu optiniu  mikroskopu Olympus. Kai séjama
eksperimentams, lastelés skaic¢iuojamos naudojant Biurkerio kamera.

2.3 Citotoksiniai preparatai ir slopikliai

Siame darbe naudotas chemoterapinis vaistas 5-FU (50 mg/mL, Accord
Healthcare) laikomas kambario temperatiiroje, o OxaPt (5 mg/mL, Accord
Healthcare) — +4°C. Fotosensibilizatorius mTHPC (5,10,15,20-tetrakis-
(mezo-tetrahidroksifenil)-chlorinas) istirpintas 96% etanolyje (1 mg/mL) ir
laikomas tamsoje —20°C. y-sekretazés slopiklis R04929097 (RO,
Selleckchem) istirpintas DMSO (0,5 mg/mL), laikomas —20°C. Tankiraziy
slopiklis XAV939 (XAV, Selleckchem) istirpintas DMSO (6,2462 mg/mL),
laikomas —20°C arba —70°C. Autofagosomy skaidyma sutrikdantis slopiklis
chlorokvino difosfatas (CQ, Sigma) istirpintas ddH,O (10 mg/mL),
perfiltruotas ir laikomas —20°C.

Kai to reikia, citotoksiniai preparatai ir slopikliai praskiedziami
RPMI 1640 terpéje (pries pat naudojimg).

2.4 Lasteliy inkubacija su 5-FU arba OxaPt

24.1 Monosluoksnio eksperimentai

A B
Lasteliy RO 5-FU Gyvybingumas Lasteliy 5-FU
séjimas XAV OxaPt RNR Baltymai séjimas OxaPt RNR CQ Baltymai
H H M H M M M M Y
24 val. 24 val. 24 val. 24 val. 48 val. 24 val. 20 val. "4 val.

2.1 pav. Monosluoksniu kultivuojamy lasteliy inkubacijos su chemoterapiniais vaistais
eksperimenty schemos. A, eksperimento schema tiriant Wnt arba Notch signalinio kelio
aktyvacija. B, eksperimento schema tiriant chemoterapiniy vaisty jtaka autofagijai. Slopikliy
dozés: 15 uM XAV, 5 uM RO, 30 uM CQ.

Monosluoksnio eksperimentams lgstelés séjamos | 12, 24, 48 Sulinéliy
ploksteles bei leksteles, kuriy auginimo pavirdius 9,4 arba 21,5 cm?® (Thermo
Scientific). Eksperimentams lgstelés séjamos Siais tankiais: HCT116 —
1,0x10° lasteliy/mL, HCT116/FU — 2,0x10° Iasteliy/mL, HCT116/OXA —
1,5x10° lasteliy/mL. Pragjus 48 val. nuo lgsteliy uzséjimo lastelés
paveikiamos 5-FU (0,03-3mM) arba OxaPt (0,01-0,6 mM). Jeigu
nurodyta, lastelés paveikiamos slopikliais: 15 uM XAV arba 5 uM RO
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24 val. prie§ vaisto pridéjimg; 30 uM CQ 4 val. iki baltymy surinkimo
(autofagijos srauto jvertinimui). Lasteliy gyvybingumas vertinamas KV arba
MTT metodais praéjus 48 val. po poveikio vaistu. Lastelés surenkamos geny
raiSkos vertinimui pragjus 24 val., o baltymy raisSkos vertinimui — praéjus
48 val. po 5-FU arba OxaPt poveikio (eksperimenty schemos pateikti
2.1 pav.).

2.4.2 Daugialasteliniy sferoidy eksperimentai

Daugialasteliniy sferoidy iniciacijai lastelés séjamos j ploksciadugnes
96 sulinélinéliy ploksteles (TPP), kuriy dugnas padengtas steriliu 1,4%
agarozés (Sigma) tirpalu RPMI 1640 terpéje be NVS. Eksperimentams
lastelés s¢jamos Siais tankiais: HCT116 — 3750 lasteliy/mL, HCT116/FU —
4750 lasteliy/mL, HCT116/OXA — 4250 Iasteliy/mL. | Sulinélj pilama po
200 pL lasteliy suspensijos. UZzsé€jus plokstele centrifuguojama 1000xg
15 min, kambario temperattiroje. Lastelés neséjamos ] 96 Sulinéliy plokstelés
A ir H eilutes bei 1 ir 12 stulpelius. Sie $ulinéliai uzpildomi steriliu dH,O
tokiu budu sukuriant ,,vandens barjera”, kuris apsaugo eksperimentams
naudojamus Sulinélius nuo terpés nugaravimo (Sulinéliy padengimo salygos
ir Iasteliy séjimo tankiai optimizuoti pagal (Friedrich et al., 2009)).

Praéjus 96 val. po lasteliy séjimo susiformave sferoidai fotografuojami
naudojant invertuota mikroskopa Nikon ECLIPSE TS100, turintj
Lumenera’s INFINITY1-1M kamera. Sferoidy tiris jvertinamas nuotraukas
apdorojant SpheroidSizer programa, paraSyta MATLAB programinei jrangai
(Chen et al., 2014). Eksperimentams pasirenkami tik taisyklingos formos
sferoidai (Zanoni et al., 2016), kuriy tiris 0,0210+0,0012 mm®,

Lasteliy Vaistas Terpé  Santykinis
séjimas Slopiklis Baltymai taris
¥ M H '
96 val. A 2val 48 val.
Sferoidy

atranka
2.2 pav. Sferoidy inkubacijos su chemoterapiniais Vvaistais eksperimenty schema.
Slopikliy dozés: 1 arba 5 uM XAV, 1 uM RO.

Eksperimentams atrinktuose Sulinéliuose iskart pakei¢iama pusé lgsteliy
kultivavimo terpés: kontroliniams sferoidams atsargiai uzpilama po 100 puL
Sviezios RPMI terpés su 10% NVS; 5-FU arba OxaPt paveikiamiems
sferoidams — po 100 uL terpés turinéios tokius vaisty kiekius, kad galutiné
koncentracija Sulinélyje buty 1 —30 uM 5-FU arba 0,6 — 30 uM OxaPt. Kai
nurodyta, ant sferoido uZpilamoje terpéje btina toks slopiklio kiekis, kad
galutiné slopiklio koncentracija Sulinélyje buty 1 uM RO; 1 arba 5 puM
XAV. Pragjus 72 val. po vaisto prid¢jimo pakeiCiama pusé¢ Sulinélyje
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esancios terpés arba sferoidai surenkami baltymo raiSkos vertinimui. Pragjus
120 val. po wvaisto pridéjimo jvertinami santykiniai sferoidy tariai
(eksperimento schema pateikta 2.2 pav.).

2.5 Lasteliy inkubacija su mTHPC

Lastelés eksperimentams uzséjamos j 6 Sulinéliy ploksteles bei 1éksteles,
kuriy auginimo pavirsius yra 9,2 arba 22,1 cm? (TPP). HCT116 lastelés
séjamos 1,5x10° lasteliy/mL, o HCT116/FU lgstelés — 3,0x10° Igsteliy/mL
tankiu. Praéjus 48 val. po lasteliy uzséjimo nusiurbiama lIgsteliy kultivavimo
terpé, o NVS likuciai paSalinami lasteles 1x praplaunant PBS tirpalu. Tada
ant lasteliy uzpilama RMPI 1640 terpé (be NVS), kurioje yra 0,03 — 1 ug/mL
mTHPC. Kai tiriamas mTHPC derinio su 5-FU poveikis, j 0,1 pg/mL
mTHPC turin¢ia RPMI 1640 terpe be NVS papildomai pridedamas
atitinkamas 5-FU kiekis (HCT116 lastelems 0,01 — 0,5 mM; HCT116/FU
lasteléms 0,1 — 10 mM). Lastelés su mTHPC inkubuojamos 18 val. jas
saugant nuo Sviesos. Tada mTHPC turinti terpé nusiurbiama, o | lasteliy vidy
nepatekes mTHPC pasalinamas lasteles 1x atsargiai praplovus PBS tirpalu.
Po to uzpilama Sviezia RMPI 1640 terpé su 10% NVS ir lastelés 30 — 270 s
apSvie¢iamos diodiniu $viesos $altiniu UNIMELA-1, kurio A =660 + 5 nm,
o §viesos intensyvumas lasteliy lygyje 16 W/m® Praéjus 24 val. po lasteliy
apSvietimo vertinamas Igsteliy gyvybingumas dazant KV arba Iastelés
surenkamos baltymy skyrimui (eksperimento schema pateikta 2.3 pav.).

Pakei¢iama terpé

Lasteliy mTHPC Gyvybingumas
séjimas 5-FU Baltymai
H ¥ . .V
48 val. 18 val.’ 20 val. *4 val.
Pakeiciama ¢cqQ
terpé
Ap3viegiama

2.3 pav. Lasteliy inkubacijos su mTHPC eksperimenty schema. 4 val. prie§ surenkant
baltymus dalis lasteliy paveikiamos 30 pM CQ.

2.6 Lasteliy transfekcija siRNR

Lastelés siRNR transfekcijai s¢jamos: lasteliy gyvybingumo vertinimui —
] 48 sulinéliy (Thermo Scientific) arba 96 Sulinéliy juodas/skaidrias (Falcon)
ploksteles; transfekcijos efektyvumo vertinimui — j 24 arba 12 Sulinéliy
ploksteles (Thermo Scientific). Lastelés séjamos antibiotiky neturincioje
RPMI 1640 terpé¢je su 10% NVS 2.1 lenteléje pateiktais tankiais. Praéjus
24 val. po lasteliy uzséjimo lastelés transfekuojamos | norimg transkripta
nutaikyta siRNR.
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2.1 lentelé. Lasteliy séjimo tankiai siRNR transfekcijos eksperimentams

Lasteliy linija Lasteliy séjimo tankis séjant j

0,75 — 3,8 cm? $ulinélius 0,32 cm?” $ulinélius
HCT116 1,5%10° Iasteliy/mL 3000 Igsteliy/Sulinéliui
HCT116/FU 2,5%10° Iasteliy/mL 6000 lasteliy/Sulinéliui
HCT116/0XA 2,0x10° Iasteliy/mL 4500 Iasteliy/Sulinéliui

HES1 transkriptui savitos siRNR transfekcija. Kai siekiama sumazinti
HESI baltymo raiska, lastelés transfekuojamos HES1 transkriptui savita
siRNR (HES1 siRNR) arba siRNR, kuri nesavita jokiam Zmogaus
transkriptui (NT SiRNR) (2.2 lentel¢). Transfekcijos mi$iniai paruoSiami
Svelniai sumaisant 20 uL. Opti-MEM terpéje (Thermo Fisher Scientific)
praskiestos 3,6 pmol siRNR su 20 uLL Opti-MEM terpéje praskiesto 0,6 pL
Lipofectamine® RNAiIMAX (Thermo Fisher Scientific). Inkubuojama
15 min kambario temperatiiroje ir sula§inama po 40 pL j 0,75 cm? auginimo
ploto Sulinélj.

ATGT transkriptui savitos siRNR transfekcija. Kai siekiama sumazinti
ATG7 baltymo raiska, lastelés transfekuojamos ATG7 transkriptui savita
siRNR (ATG7 siRNR) arba siRNR, kuri nesavita jokiam Zmogaus
transkriptui (NT SiRNR) (2.2 lentel¢). Transfekcijos miSiniai paruoSiami
Svelniai sumai$ant 5 uL. Opti-MEM terpéje praskiestos 0,5 pmol siRNR su
5uL Opti-MEM terpéje praskiesto 0,15 pL Lipofectamine® RNAIMAX.
Inkubuojama 15 min kambario temperatiroje ir sulasinama po 10 uL |
0,32 cm? auginimo ploto $ulinélj.

2.2 lentelé. Transfekcijai naudoty siRNR sekos

siRNR GeneBank Seka

NK siRNR - 5-“AGGUAGUGUAAUCGCCUUGUU(dTdT)-3¢
HES1 siRNR Y07572.1 5‘-CCACGUGCGAGGGCGUUAA(JTAT)-3¢
ATG7 siRNR NM_006395.2, 5‘-GGAGUCACAGCUCUUCCUuUUU(dTdT)-3*

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

Pra¢jus 24 val. po lasteliy transfekcijos pakeic¢iama Iasteliy kultivavimo
terpé ir pridedama 5-FU (0,1 mM HCT116 lgsteléms; 1 mM HCT116/FU ir
HCT116/0XA lasteléms) arba OxaPt (0,03 mM HCT116 ir HCT116/FU
lasteléms; 0,3 mM HCT116/OXA lasteléms). siRNR transfekcijos poveikis
tikslinio baltymo kiekiui vertinamas po transfekcijos praéjus 48 val. Lasteliy
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gyvybingumas vertinamas KV, MTT arba CTB metodu pra¢jus 48 val. po
vaisto pridéjimo (eksperimento schema pateikta 2.4 pav.).

Lasteliy 5-FU Gyvybingumas
séjimas siRNR OxaPt Baltymai
v ¥ \

Foaval " 2dval T Zaval T Zhval
2.4 pav. Lasteliy transfekcijos su siRNR eksperimenty schema.

2.7 Lasteliy gyvybingumo testai

2.7.1 Dazymas kristaliniu violetiniu (KV)

Metodas pagristas kristalinio violetinio (N-[4-[bis[4-(dimetilamino)-
fenil]metilen]-2,5-cikloheksadien-1-ilidin]-N-metilmetanamino chlorido)
dazo prisijungimu prie baltymy. AtSokusios negyvybingos lastelés atsargiai
nuplaunamos PBS arba 0,9% NaCl tirpalu. Likusios prie auginimo indo
pavirSiaus prikibusios lgstelés 10 min. fiksuojamos 96% etanoliu.
Uzfiksuotos lastelés dazomos 0,05% kristalinio violetinio tirpalu 20%
etanolyje. Po 30 min. prie baltymy neprisijunges dazas paSalinamas lasteles
5-8x atsargiai praplaunant vandeniu. Prie baltymy prisijunggs dazas
iStirpinamas 0,1% acto riigSties tirpale 50% etanolyje. Spektrofotometru
Asys UVM340 matuojama 8% praskiesto dazo sugertis Asgs. Kontroliniy
lasteliy sugerties vidurkis prilyginamas 100% gyvybingumui, o Iasteliy
gyvybingumas po poveikio iSreiSkiamas procentais nuo kontroliniy lasteliy.

272 MTT metodas

Metodas pagristas mitochondrijy oksidoreduktaziy aktyvumo matavimu.
Jis jvertinamas pagal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromido
(MTT; Sigma) redukcijos metu susidariusio violetinés spalvos produkto 1-
(4,5-dimetiltiazol)-3,5-difenilformazano kiekj. Lastelés 1x praplaunamos
DPBS tirpalu ir inkubuojamos su 0,1 mg/mL MTT tirpalu DPBS buferyje
1val. +37°C. Nusiurbius MTT tirpala, gyvybingose lastelése susidargs
violetinis  MTT redukcijos produktas eliuojamas izopropanoliu.
Spektrofotometru Asys UVM340 matuojama tirpalo, kurj sudaro 7 dalys
iStirpinto dazo ir 3 dalys izopropanolio, sugertis Asz. Kontroliniy lasteliy
sugerties  vidurkis prilyginamas 100% gyvybingumui, o Iasteliy
gyvybingumas po poveikio iSreiSkiamas procentais nuo kontroliniy lgsteliy.

2.7.3 CTB metodas

Metodas pagristas metaboliskai aktyviose lastelése vykstancia resazurino
(7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-ono 10-oksido) redukcija j fluorescuojantj
produkta resorufing (7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-ona). Lastelés auginamos
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fluorescencijos matavimui tinkamose 96 Sulinéliy  juodose/skaidriose
(Falcon) plokstelése. Lasteliy gyvybingumo vertinimo metu j Sulinélius
pridedama tiek CellTiter-Blue® (CTB, Promega) reagento, kad §io reagento
ir lasteliy kultivavimo terpés santykis buty 1:5. Su CTB lIastelés
inkubuojamos 1val. +37°C. Susidariusio resorufino fluorescencija
suzadinama Ag;; =560 nm, matuojama Ae, =590 nm fluorimetru Varioskan
Flash. Kontroliniy lasteliy fluorescencijos vidurkis prilyginamas 100%
gyvybingumui, o lgsteliy gyvybingumas po poveikio isreiskiamas procentais
nuo kontroliniy Igsteliy.

2.74 Santykinio sferoido ttirio jvertinimas

Sferoidai fotografuojami praéjus 120 val. po vaisto pridéjimo naudojant
invertuota mikroskopg Nikon ECLIPSE TS100, turintj Lumenera’s
INFINITY1-1M kamera. Sferoidy tiris jvertinamas nuotraukas apdorojant
SpheroidSizer programa. Kontroliniy sferoidy tiriy vidurkis prilyginamas
100%, o sferoido tiiris po poveikio iSreiskiamas procentais nuo kontroliniy
sferoidy.

2.8 Lasteliy viduje susikaupusio mTHPC matavimas

Lasteliy viduje susikaupusio mTHPC matavimui lastelés uZséjamos |
6 Sulinéliy ploksteles (TPP) ir inkubuojamos tamsoje su 0,1 ug/mL mTHPC
kaip aprasyta 2.5 skyriuje. Praéjus 18 val. nuo inkubacijos pradzios j lastelés
vidy nepatekes mTHPC paSalinamas Igsteles 1x praplaunant PBS tirpalu ir
uzpilant RMPI 1640 terpés su 10% NVS. Tada lgstelés 1x praplaunamos
0,9% NaCl ir guminiu gramdikliu sugramdomos j 0,55 mL 0,9% NacCl
tirpalg. ] 0,4 mL lasteliy suspensijos sulasinama 0,05 mL 10% Tritono-X
(galutiné koncentracija tirpale 1%) ir 0,05 mL metanolio. | matavimo
Sulinélj pilama po 100 pL Igsteliy lizato. Fluorescencija suzadinama
Asuz. =418 nm, matuojama A, =652 nm fluorimetru Varioskan Flash. mTHPC
koncentracija lgstelése jvertinama pagal kalibracing kreive, kurioje atidéta
zinomy kiekiy mTHPC fluorescencija lasteliy lizatuose.

0,1 mL sugramdyty lasteliy suspensijos paimama baltymo koncentracijos
nustatymui. Lastelés nucentrifuguojamos, lizuojamos RIPA buferyje.
Baltymo koncentracija nustatoma BCA metodu (zitiréti 2.9.1 ir 2.9.2 skyriy).
Nustacius baltymo koncentracijg lgstelése mTHPC kiekis normalizuojamas
mg baltymo (ng mTHPC/mg baltymo).

Viso darbo metu méginiai saugomi nuo §viesos.
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2.9 Geny raiSkos palyginimas pagal transkripty kieki

Lastelés atkeliamos nuo pavirSiaus guminiu gramdikliu ir lasteliy
suspensija centrifuguojama 1000xg 7 min. +4°C. Po centrifugavimo lgstelés
1x praplaunamos saltu PBS tirpalu ir dar karta nusodinamos centrifuguojant
(1000xg 7 min. +4°C). RNR isskiriama pagal gamintojo rekomendacijas
naudojant ,,GeneJET™ RNA Purification Kit“ rinkinj (Thermo Scientific).
RNR koncentracija ir grynumas vertinamas NanoDrop 2000. ISskirta RNR
laikoma —70°C.

kDNR sintetinama i§ 2 ug RNR pagal gamintojo rekomendacijas
naudojant ,,Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR* rinkinj
(Thermo Scientific) termocikleryje Mastercycler. Kiekybiné PGR vykdoma
96 sulinéliy PGR plokstelése termocikleryje StepOnePlus™ Real-Time PCR
system vienai reakcijai panaudojant 50 ng KDNR, tiriamo geno transkriptui
savitg pradmeny porg (2.3 lentelé) bei atitinkamg reakcijos mi$inj.

2.3 lentelé. Kiekybinei PGR naudoti pradmenys

Genas Pradmeny sekos arba TagqMan pradmeny ID

ATG7 Tiesioginis: 5°-CTGTGGTTGCCGGAAGTTG-3¢
Atvirkstinis: 5°-CCAGCAGAGTCACCATTGTAGT-3¢

MAP1LC3B | Tiesioginis: 5*-GCACCTTCGAACAAAGAGTAGA-3°
Atvirkstinis: 5‘-GCTTCTCACCCTTGTATCGTT-3¢

TBP Tiesioginis: 5‘-TGTACCGCAGCTGCAAAAT-3*
Atvirkstinis: 5*-GGATTATATTCGGCGTTTCG-3¢

HES1 Hs00172878_ml

HEY1 Hs01114113 ml

HPRT1 Hs99999909_m1

ATG7 ir MAP1LC3B geny raiSkos tyrimui naudojamas 2x ,Maxima
SYBR Green.ROX qPCR Master Mix“ (Thermo Scientific) miinys. Siy
geny raiska normalizuojama pagal ,,atskaitos* geno TBP raiska. Pradmenys
pasirenkami ant egzono-egzono ribos norint iSvengti genominés DNR
amplifikacijos.

HES1 arba HEY1l geny raiskos tyrimui naudojamas 2x , Applied
Biosystems™ TagMan™ Gene Expression Master Mix“ (Thermo Scientific)
misinys. Siy geny raiska normalizuojama pagal ,.atskaitos* geno HPRT1
raiska.

Geny raiSkos pokytis vertinamas AACt metodu. Santykinis transkripto
kiekis, lyginant su kontrolinémis lgstelémis, apskai¢iuojamas pagal formule:

2-((CT(tiriam0 geno) - Cy(atskaitos geno))poveikiS - (CT(tiriamo geno) - Ct(atskaitos geno))KOmmlé)

Cia Cy — ciklas, kuriame amplifikacijos kreivé kerta slenkstine verte (t.y.
reakcijos metu registruojama fluorescencija virsija foning fluorescencijg).
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2.10 Western blot analizé

2.10.1 Baltymy iSskyrimas

Guminiu gramdikliu nuo augimo indo pavirSiaus atkeltos monosluoksniu
kultivuojamos lastelés arba >30 sferoidy centrifuguojami 1000xg 7 min.
+4°C. Po centrifugavimo méginiai 1x praplaunami Saltu PBS tirpalu ir dar
karta nusodinami centrifuguojant (1000xg 7 min. +4°C). Lasteliy
nuosédos/sferoidai lizuojami RIPA lasteliy lizés buferyje ant ledo 30 min.
(100 puL RIPA lizuojama 1x10° Iasteliy arba 45 sferoidai). Lasteliy lizatai
centrifuguojami 14000xg 5 min. +4°C. Baltymy koncentracija supernatante
nustatoma BCA metodu.

2.10.2 BCA metodas

Metodas pagristas 3arminéje terpéje baltymy vykdoma Cu®* jony
redukcija, kurios metu susidare Cu’ jonai formuoja violetinés spalvos
kompleksus su bicinchonino raigsties natrio druska (BCA-Na,) (Smith et al.,
1985). Baltymy kiekio matavimui 1,5 mL mégintuvéliuose sumaiSoma 3 puL
lasteliy lizato, 27 L PBS ir 570 pL BCA reagento (gaunamas sumaisius 100
daliy bicinchonino ragsties tirpalo su 2 dalimis 4% CuSO,x5H,0). Misinys
inkubuojamas 15 min. +37°C ir atvésinamas 10 min. palaikant +4°C
temperatiiroje.  Tirpalo sugertis Ass, matuojama  spektrofotometru
Asys UVM340. Nezinomas baltymo kiekis nustatomas pagal kalibracine
kreive, gauta su BCA reagentu inkubuojant 0—900 pg/mL JSA turintj

tirpala.
2.10.3 Baltymy elektroforezé denattiruojanciomis salygomis

Baltymy lizatas, kuriame yra 50 ug baltymo, praskiedziamas PBS buferiu
iki 37,5 uL ir sumaiSomas su 12,5 uL 4x baltymy uZneSimo dazo (40%
glicerolio, 8% NDS, 0,04% bromfenolio mé¢lio, 0,4 M DTT ir 250,4 mM
Tris-HCI, pH 6,8). Méginiai inkubuojami 5 min. +95°C termomikseryje
Thermomixer comfort. Po kaitinimo méginiai atvésinami +4°C.

NDS-poliakrilamidinis gelis paruoSiamas ant polimerinio 12% skiriamojo
gelio uzpolimerinus 4% koncentruojamajj gelio sluoksnj (2.4 lentel¢). Pilnai
uzsipolimerings gelis jstatomas j baltymy elektroforezés aparata Adjustable
Height Dual Gel Unit, pripildyta 1x NDS elektroforezés buferio. | krastinius
gelyje suformuotus Sulinélius jneSamas baltymy dydzio standartas ,,Spectra
Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Thermo Scientific), o j kitus —
paruoSti méginiai. Elektroforezé vykdoma 1 val. esant 80V jtampai
(baltymai sukoncentruojami 4% gelio sluoksnyje) ir 3 val. esant 120 V

jtampai (baltymai frakcionuojami 12% gelio sluoksnyje).
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2.4 lentelé. Skiriamojo ir koncentruojamojo gelio sudétis

Gelio sluoksnis Sudétis

12% skiriamasis gelis 6 mL 30% akrilamido/0,8% bisakrilamido tirpalas
3,75 mL 1,5 M Tris-HCI su 0,4% NDS (pH 8,8)
5,25 mL H,0
10 uL TEMED

50 ].LL 10% (NH4)25208

4%  koncentruojamasis | 0,65 mL 30% akrilamido/0,8% bisakrilamido tirpalas
gelis 1,25 mL 0,5 M Tris-HCI su 0,4% NDS (pH 6,8)

3,05 mL H,0O

5 uL TEMED

25 ].LL 10% (NH4)25208

2.10.4 Baltymy pernesimas ant nitroceliuliozinés membranos

Isfrakcionuoti baltymai i§ NDS-poliakrilamidinio gelio perneSami ant
0,45 pm nitroceliuliozinés membranos (BioRad) naudojant pusiau sauso
pernesimo aparatag V20-SDB. Ant perneSimo buferiu sudrékintos anodinés
aparato dalies dedami 3 pernesimo buferyje sudrékinti Whatman™ 3MM
lapeliai, kurie yra 1 mm ilgesni ir platesni uz gelj. Ant jy dedama tokio
paties dydZio pernesimo buferyje sudrékinta nitroceliulioziné membrana, o
ant jos — gelis su isfrakcionuotais baltymais. Sluoksniavimas baigiamas
uzdéjus dar 3 pernesimo buferyje sudrékintus Whatman™ 3MM lapelius.
Stikline lazdele iSstumiami tarp sluoksniy esantys oro burbulai ir uzdedamas
perne$imo buferiu sudrékintas Kkatodinis Sio aparato dangtis. PerneSimas
vykdomas 1 val. esant 1 mA/cm? srovei.

2.10.5 Baltymy vaizdinimas

Nitroceliulioziné membrana su pernestais baltymais blokuojama TBS/T
buferyje turin¢iame 5% JSA purtant 1val.. Po to membrana sukarpoma
juostelémis taip, kad jose biity po vieng detektuojama baltymg. Membranos
juostelés inkubuojamos su atitinkamais pirminiais antikiinais (2.5 lentelé),
praskiestais TBS/T buferyje su 5% JSA per naktj purtant +4°C.

2.5 lentelé. Western blot analizei naudoti pirminiai antikiinai

Antikiino Baltymo  |Antikiino |Antikiino kodas Imunizuotas
taikinys dydis, kDa |skiedimas gyviinas
Nefosforilintas |92 1:2000 8814S (Cell Signaling) Triusis
f-kateninas

NICD1 100 1:500 4147S (Cell Signaling) Triusis
HES1 30 1:3000 PA5-28802 (Thermo Scientific) Triusis
ATG7 75 1:1000 MABG6608 (R&D Systems) Pelé

LC3B 12ir14 1:3000 ab51520 (Abcam) Triugis
f3-aktinas 42 1:10000 |MAS5-15739 (Thermo Scientific) Pelé

Po inkubacijos su pirminiy antikiing tirpalu membranos plaunamos
TBS/T buferiu purtant 1x 15 min. ir 2x po 5 min.. Po plovimo membranos
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2 val. inkubuojamos tamsoje purtant +4°C su antriniais antikiinais
praskiestais TBS/T buferyje su 5% JSA santykiu 1:5000. Nefosforilintas
B-kateninas, NICD1, HES1 ir LC3B nustatomi naudojant su krieny
peroksidaze konjuguota antrinj antikiing prie§ triuSio IgG (#31460, Thermo
Scientific), o ATG7 ir f-aktinas — su krieny peroksidaze konjuguota antrinj
antikiing prie§ pelés IgG (#31430, Thermo Scientific). Po inkubacijos
membranos plaunamos TBS/T buferiu purtant 1x 15 min. ir 2% po 5 min..
Prie$ baltymy vaizdinimg membranos nuplaunamos dH,O ir i§dZiovinamos.

Baltymai iSrySkinami membranas drékinant ECL chemiliuminescenciniy
reagenty (Thermo Scientific) miSiniu 1 min. ir jas eksponuojant ant
fotojuostos Medical X-ray Film General Purpose Blue (Kodak). p-aktinas,
ATG7, HES1, nefosforilintas P-kateninas ir LC3B eksponuojami 10—
60 sek., 0 NICD1 5 — 12 min.

Baltymo juostelés intensyvumas jvertinamas ImageJ 1.52a programa, o
santykinis baltymo kiekis apskai¢iuojamas pagal formulg:

( baltymo juostelés tankis )
B—aktino juostelés tankis Poveikis

Santykinis baltymo kiekis =

( baltymo juostelés tankis )
B—aktino juostelés tankis Kontrolé

2.11 LC3B baltymo pasiskirtstymo lastelése vaizdinimas

Lastelés séjamos | mikroskopijai skirta 96 Sulinéliy plokstele (Ibidi)
2.6 lenteléje pateiktais tankiais ir auginamos pagal 2.1 pav. B pateiktg
eksperimento schema. Po poveikio vaistu praéjus 48 val. nusiurbiama
lasteliy kultivavimo terpé, 0 terpés likuciai pasalinami 1x Igsteles atsargiai
praplaunant PBS buferiu. Tada lgstelés fiksuojamos ant jy uzpylus ledinio
metanolio. Po 5 min. metanolis nusiurbiamas, o jo likuciai pasalinami 1 min.
lasteles plaunant PBS buferiu. Uzfiksuotos lastelés inkubuojamos su
blokavimo buferiu (PBS buferis su 3% JSA) 1 val. kambario temperattiroje
ir su blokavimo buferyje 1:200 santykiu praskiestu pirminiu antikinu prie$
LC3B baltyma (ab51520, Abcam) per naktj +4°C. Nusiurbus pirminio
antikiino tirpalg lgstelés 2x plaunamos PBS buferiu. Po plovimo lastelés
toliau inkubuojamos 1 val. tamsoje kambario temperatiroje blokavimo
buferyje, kuriame yra 1:200 santykiu praskiestas su Alexa Fluor® 647
konjuguotas antrinis antikiinas prie§ triusio IgG (A21244, Invitrogen).
Nusiurbus antrinio antikiino tirpalg lgstelés 2x plaunamos PBS buferiu.
LC3B imunofluorescencija registruojama invertuotu fluorescenciniu
mikroskopu Olympus IX-81 (20x objektyvu, NA 0,55), turin¢iu Hamamatsu
ORCA-FLASH 4.0LT kamerg. Aq,; =604 — 644 nm, Aey, =672 — 712 nm.
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2.6 lentelé. Lasteliy séjimo tankiai mikroskopijos eksperimentams

e Séjimo tankis, lasteliu/Sulinéliui
Lasteliy linija Kontrolé Poveikis
HCT116 1500 3000
HCT116/FU 2000 4000
HCT116/0XA | 2000 3000

2.12 Statistiné analizé

Duomenys apdoroti ir grafikai braizyti SigmaPlot 12.5 programa.
Grafikuose pateikiami matavimy vidurkiai £SN gauti i§ >3 nepriklausomy
biologiniy eksperimenty. Vertinant lgsteliy gyvybinguma, santyking geno
raiSkg arba lasteliy viduje susikaupusio mTHPC kiekj kiekviename
eksperimente naudojami >3 techniniai pakartojimai. Santykinio sferoido
tlirio matavimuose viena vaisto doze paveikiama >6 sferoidai. 5-FU ir OxaPt
ICso dozés apskaiCiuotos i$ kreiviy lygciy gauty regresinés analizés metu.
5-FU derinio su mTHPC efektas Igsteliy gyvybingumui jvertintas atlikus
dvifaktoring analiz¢ (angl. Two-Way ANOVA). Signaliniy keliy slopikliy
derinio su 5-FU arba OxaPt efektas lasteliy gyvybingumui jvertintas
naudojant pakartotiniy matavimy ANOVA (angl. Repeated Measures
ANOVA). Skirtumai tarp dviejy duomeny grupiy palyginami naudojant
Mann-Whitney U testg arba dviejy méginiy t testa. Duomenys laikomi
statistiskai reik§mingais, kai p<0,05.
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3. REZULTATAI

Siame darbe tyréme zmogaus kolorektalinés karcinomos HCT116 lasteliy
linija (priskiriamg CMS1 kolorektalinio vézio subtipui (Frejno et al., 2017;
Linnekamp et al., 2018)) ir i§ jos musy laboratorijoje ilgalaikio kultivavimo
su chemoterapiniais vaistais metu iSvestas lasteliy sublinijas HCT116/FU
(gauta auginant terpéje su 5-FU) ir HCT116/OXA (gauta auginant terpéje su
OxaPt). Tyrimai buvo atlickami lasteles kultivuojant monosluoksniu (2D
modelis) arba i§ Igsteliy formuojant daugialastelinius sferoidus (3D modelis).
Chemoterapiniams vaistams atspariose ir tévinése lastelése tyréme:
1) autofagijos intensyvuma; 2) Wnt/B-katenino signalinio kelio aktyvuma;
3) Notchl signalinio kelio aktyvuma. Jvertinome §iy procesy reikSmg Igsteliy
iSgyvenimui (atsparumui chemoterapiniams vaistams) bei jy pokycius po
5-FU ir OxaPt poveikiy. Kadangi chemoterapiniams vaistams atsparios
lastelés retai jgauna atsparumg fotodinaminiam poveikiui (Spring et al.,
2015), palyginome HCT116 ir HCT116/FU lasteliy jautrumg mTHPC-FDP,
jo deriniui su 5-FU bei jvertinome $iy poveikiy jtaka autofagijos procesui.

3.1Lasteliy atsparumas chemoterapiniams vaistams arba
fotodinaminiui poveikiui

3.1.1 Lasteliy atsparumas 5-FU ir OxaPt

Norédami jvertinti 5-FU ir OxaPt citotoksiskumg lasteléms bei nustatyti
HCT116/FU ir HCT116/OXA Iasteliy atsparumo S$iems VaiStams mastg
atlikome dviejy tipy ekperimentus — vertinome monosluoksniu kultivuojamy
lasteliy  gyvybinguma kristaliniu  violetiniu (KV) bei santykinj
daugialgstelinio sferoido tiirj. Pirmiausiai $iems eksperimentams parinkome
optimalius HCT116, HCT116/FU, HCT116/0OXA lasteliy s¢jimo tankius,
kad wvaistais paveiktume panaSy lasteliy kiekj. Monosluoksnio
eksperimentams pasirinkta HCT116 lasteles séti  1,0x10° Igsteliy/mL,
HCT116/FU lgsteles — 2,0x10° Iasteliy/mL, o HCT116/OXA Igsteles —
1,5%10° lasteli/mL tankiu. Tokiu atveju lasteliy skaiGius skirtingose
sublinijose nesiskiria nei vaisto prid¢jimo metu (t.y. 48 val. po lasteliy
uzsé€jimo), nei vertinant lgsteliy gyvybingumg (t.y. 96 val. po lasteliy
uzséjimo) (1 priedas A).

Pasirenkant lgsteliy sé¢jimo tankius daugialgsteliniy sferoidy formavimui
siekiama, kad vaisto poveikio metu sferoidas biity pilnai susiformaves t.y.
turéty tris proliferacines zonas — besidalijanciy lasteliy, ramybés biisenoje
esanciy lasteliy (nesidalijancios lgstelés) bei nekrozing Serdj. Tokiuose
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linija 2D modelyje, mM| p verté |3D modelyje, uM| p verte
HCT116 0,04£0,01 - 1,65+0,11 -
HCT116/FU 0,04+0,02 0,29 1,1940,05 0,098
HCT116/0XA 0,29+0,06 <0,001 24,50+2,78 <0,001

3.1 pav. 5-FU ir OxaPt citotoksiSkumas HCT116, HCT116/FU, HCT116/OXA lasteléms.
Lasteliy gyvybingumo (A) ir santykinio sferoido turio (B) priklausomybé nuo 5-FU
koncentracijos ir i§ kreiviy lygéiy suskaiciuotos 5-FU 1Csy dozés (C). Lasteliy gyvybingumo
(D), santykinio sferoido tario (E) priklausomybé nuo OxaPt koncentracijos ir i$ kreiviy lyg¢iy
suskai¢iuotos OxaPt ICsy dozés (F). Lasteliy gyvybingumas jvertintas praéjus 48 val. po
vaisto poveikio. Santykinis sferoido ttris — 120 val. po vaisto poveikio. Paklaidos: £SN; n>3.
sferoiduose lasteliy heterogeniskumas yra panasesnis | esantj in Vivo
navikuose (Zanoni et al., 2016). Yra nustatyta, kad HCT116 lasteliy
sferoidai, kuriy skersmuo 400 pum, jau turi nekrozing Serdj (Goschl et al.,
2017). Kadangi, susiformaves sferoidas gali buti Siek tiek nukrypes nuo
idealios sferos, svarbesnis parametras sferoidy atrankai — sferoido tiris, kuris
apskai¢iuojamas pagal formule V=0,5xilgisxplotis® (¢ia ilgis — sferoido
skersmuo didziojoje aSyje, plotis — sferoido skermuo mazojoje asyje) (Chen
et al, 2014). EksperimentiSkai nustatéme, kad 400 um skersmens
taisyklingos formos HCT116 Igsteliy sferoidai bina 0,0210+0,0012 mm?
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tario. Tokj trj sferoidai pasiekia per 96 val. po lasteliy uzs¢jimo, HCT116
lasteles  s¢jant  3,75x10°lasteliymL, HCT116/FU  lasteles  —
4,75x10° lasteliy/mL, o HCT116/OXA lasteles — 4,25x10° Iasteliy/mL
tankiu (1 priedas B). Be to, eksperimentams atrenkami tik taisyklingos
formos sferoidai (1 priedas C).

Tada pagal 2.1pav. A ir 2.2pav. pateiktas eksperimenty schemas
jvertinome 5-FU arba OxaPt citotoksiskuma monosluoksniu kultivuojamy
lasteléms ir daugialasteliniams sferoidams (3.1 pav.). Atlike regresing
analize 1§ eksponentiniy kreiviy lyg¢iy (2 priedas) nustatéme teorines Siy
vaisty dozes, kurios nuzudo 50% lasteliy arba 50% sumazina sferoido tiirj
(ICsp) (3.1 pav. C, F). Monosluoksniu kultivuojamos HCT116/FU lastelés
yra apie 10,2 karto atsparesnés (p=0,002), o sferoidai — apie 1,5 karto
atsparesni 5-FU (p=0,012) uz HCTI116 lasteles/lasteliy sferoidus. Visgi,
HCT116/FU lastelés nepasizymi atsparumu OxaPt nei 2D (p=0,290), nei 3D
modeliuose (p=0,098). HCT116/OXA lastelés/sferoidai yra atsparesnés
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 karty (p<0,001)) uz HCTI116
lgsteles/sferoidus.

Remiantis $iais rezultatais galima padaryti iSvada, kad palyginus su
HCT116 lastelémis: 1) HCT116/FU lastelés yra atsparios tik 5-FU poveikiui;
2) HCT116/0OXA lastelés pasiZzymi atsparumu ir 5-FU, ir OxaPt.

Molekuliniams lgsteliy atsako tyrimamas pasirinkome po dvi 5-FU
(0,1 mM ir 0,3mM) ir OxaPt (0,03mM ir 0,06 mMM) dozes, kurios
atitinkamai nuzudo 50% arba 70% HCT116 lasteliy. Siy doziy
citotoksiSkumas (CTT) HCT116/FU ir HCT116/OXA lasteliy linijoms
pateiktas 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé. Lasteliy atsako i 5-FU ir OxaPt tyrimuose naudotos vaisty dozés ir juy
citotoksiSkumas (CTT) lasteléms

L asteliu linii 5-FU, mM OxaPt, mM
astelin iAo 03 0,03 0,06
HCT116 CTT50 | CTT70 | CTT50 | CTT70

HCT116/FU CTT20 CTT30 CTT50 CTT70
HCT116/0XA CTT20 CTT30 CTT10 CTT20

3.1.2 Lasteliy atsparumas mTHPC-FDP ir jo deriniui su 5-FU

MTHPC-FDP derinio su 5-FU citotoksiskumg HCT116 ir HCT116/FU
lasteléms jvertinome pagal 2.3 pav. pateikta eksperimento schema.
Nustatéme, kad po 18 val. inkubacijos su 0,1 pg/mL mTHPC, HCT116 ir
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HCT116/FU lastelése prikaupiami panastis mTHPC kiekiai. Be to, lasteliy
viduje priklaupiamas mTHPC Kkiekis nepriklauso nuo poveikio 5-FU
(3.2 pav. A). HCT116 ir HCT116/FU lastelés yra vienodai jautrios mTHPC-
FDP — didé¢jant mTHPC koncentracijai lasteliy inkubavimo terpéje, didéja ir
FDP citotoksiSkumas, Igsteles apSvie¢iant 90s (3.2 pav. B). Panasi
citotoksiSkumo priklausomybé nuo dozés stebima ir pasirinkus 0,1 pg/mL
mTHPC koncentracija, bet ilgininant 1asteliy ap§vietimo trukme (3.2 pav. C
be 5-FU). Norédami jvertinti mTHPC-FDP derinimo su 5-FU efektyvuma
atlikome dvifaktoring analiz¢ (angl. Two-Way ANOVA). Nustatéme, kad
MTHPC-FDP derinio su 5-FU citotoksiskumas HCT116 lgsteléms priklauso
nuo abiejy determinan¢iy — FDP trukmés ir 5-FU koncentracijos (p<0,001).
Tuo tarpu mTHPC-FDP derinio su 5-FU citotoksiskumas HCT116/FU
lastelése priklauso tik nuo FDP trukmés, o 5-FU pridéjimas FDP efektyvumo
nepadidina (p=0,282) (3.2 lentelé).

A B
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g HCT116 HCT116/FU ,<100 B HoTHEFU
2 =
© X 75
£ 12}
j=)
E £ 50
2 2
G B 25 i
o > D
T > 0 1 ! i =l |
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c —O— be 5-FU —O— be5-FU
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‘_;100 ’>_,100 ~#- 3mM
>
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> >
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3.2 pav. mTHPC sukeltas fotodinaminis poveikis HCT116 ir HCT116/FU lasteléms.
A, lasteliy viduje sukaupto mTHPC kiekio priklausomybé nuo 5-FU koncentracijos. Lasteliy
gyvybingumas praé¢jus 24 val. po lasteliy apSvietimo: priklausomybé mTHPC koncentracijos
(B), priklausomybé nuo mTHPC-FDP ir 5-FU koncentracijos (C). Pra¢jus 18 val. po mTHPC
irfarba 5-FU pridéjimo buvo pakeiiama lasteliy kultivavimo terpé ir lastelés lizuojamos
vidulgstelinio mTHPC kiekio matavimams arba ap$vieiamos A=660 £ 5 nm S$viesa, kurios
intensyvumas 1,6 mW/cm?. A ir C atvejais lastelés buvo inkubuotos su 0,1 pg/mL mTHPC. B
atveju lastelés buvo apsviestos 90s. Briksniai £SN; n>3.

3.2 lentelé. FDP trukmés ir 5-FU koncentracijos reik§mingumas citotoksiSkumui

astelés HCT116 HCT116/FU
Poveikis F reik§mé p reik§mé F reik§meé p reikimé
FDP 162, 12) <0,001 106, 15) <0,001
5-FU 7731 <0,001 1018 0,282
5-FU + FDP 16,12 0,623 20, 18) 0,115

* 11, laisvés laipsniai

56



Taigi pavienis mTHPC-FDP veikia panasiai HCT116/FU ir HCT116
lasteliy gyvybingumg. HCT116 lastelése 5-FU sustiprina mTHPC-FDP
citotoksiSkumg, o HCT116/FU lastelése — neturi poveikio mTHPC-FDP
citotoksiSkumui.

3.2 Autofagija

5-FU, OxaPt arba mTHPC-FDP jtaka autofagijai vertinome pagal prie
autofaginiy membrany prijungto LC3B-II baltymo kiekj (t.y. LC3B baltymas
prie kurio prijungtas fosfatidiletanolaminas; daugiau informacijos
1.4 skyriuje), kuris koreliuoja su autofagosomy kiekiu (Kabeya et al., 2000).
Taip pat nustattme LC3/GABARAP baltymy aktyvacijoje dalyvaujancio
ATGT7 baltymo kiekj bei vertinome autofagijos srauta, kuris parodo ar vyksta
galutinés autofagijos stadijos ir autofagosomy turinio suskaidymas. Jis
nustatomas palyginus momentinj autofagosomy kieki su bendru
autofagosomy kiekiu, kuris jvertinamas autofagosomy skaidyma lizosomose
nuslopinus CQ.

3.21 5-FU arba OxaPt poveikis autofagijai

Palyging santykinj LC3B-II formos baltymo kiekj kontrolinése Igstelése
pasteb&jome, kad chemoterapiniams vaistams atsparios HCT116/FU lastelés
pasizymi apie 1,5 karto didesniu (p<0,001), o HCT116/OXA lastelés — apie
1,5 karto mazesniu (p=0,007) Sios baltymo formos kiekiu nei HCT116
lastelés (3.3 pav. B). Nesant citotoksinio poveikio visose tirtose lgsteliy
linijjose stebimas statistiSkai reikSmingas bazinis autofagijos srautas:
HCT116 lastelése autofagosomy skaidymo lizosomose slopinimas 30 pM
CQ, LC3B-II baltymo kiekj padidina apie 1,5 karto (p<0,001), HCT116/FU
lastelése — apie 1,3 karto (p<0,001), HCT116/OXA lgstelése — apie 1,4 karto
(p=0,036). ReikSmingas autofagijos srautas vaistais neveiktose lastelése
stebimas ir pagal LC3B baltymo pasisiskirstymg lasteléje (3.3 pav. C).
Neslopinant autofagosomy skaidymo LC3B baltymas kontrolinése Igstelése
pasiskirsto difuziSkai bei matomos pavienés §io baltymo sankaupos —
autofagosomos. Tuo tarpu po 30 uM CQ poveikio LC3B baltymo sankaupy
(t.y. autofagosomy) reikSmingai padaugéja.

Toliau vertinome ar 5-FU veikia LC3B geno bei baltymo raiska. 0,1 mM
5-FU neturi reikSmingo poveikio LC3B baltymg koduojancio MAP1LC3B
transkripto kiekiui (3.3 pav. A), bet keiCia santykinj LC3B-II formos
baltymo kiekj (3.3 pav.B) — Sios baltymo formos kiekj HCTI116 ir
HCT116/FU lastelése sumazina 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 lastelése.
A, Santykinis MAP1LC3B transkripto kiekio pokytis pragjus 24 val. po 5-FU poveikio.
B, LC3B-II baltymo kiekio pokytis pragjus 48 val. po 5-FU poveikio. C, LC3B baltymo
pasiskirstymas lgstelése praéjus 48 val. po poveikio 5-FU. Autofagosomy skaidymas slopintas
pridedant 30 uM CQ 4 val. prie§ baltymy skyrima/imunofluorescencing analiz¢. Mastelio
juosta — 20 um; K, kontrolinés t.y. vaistu neveiktos lastelés; punktyriné linija — reik§mingu
laikomo pokycio slenkstiné riba; bruksniai £SN; n>3.

#, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp HCT116/FU arba HCT116/OXA lasteliy palyginus
su HCT116 lgstelémis;

*, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp vaistu veikty ir kontroliniy lasteliy;

X, statistiskai reikSmingas skirtumas tarp CQ paveikty ir neveikty lasteliy;

#1* p<0,05; xx/##/** p<0,01; XXX/###/*** p<0,001.

p<0,001). O HCT116/0OXA Igstelése po Sios 5-FU dozés stebima LC3B-1I
baltymo kiekio tendencija didéti (P=0,056). Tuo tarpu 0,3 mM 5-FU keicia
LC3B-II baltymo kiekj tik chemoterapiniams vaistams atspariose lgstelése:
apie 1,6 karto sumazina HCT116/FU lastelése (p<0,001) ir apie 2,1 karto
padidina HCT116/OXA lastelése (p<0,001). Slopindami autofagosomy
skaidymg CQ pastebéjome, kad 5-FU nevienodai stipriai veikia autofagijos
srautg. Stipriausias 5-FU poveikis pastebimas HCT116/FU lastelése — jose
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abi 5-FU dozés slopina autofagija: 3.3 pav. B matyti, kad po $iy poveikiy
nebéra statistiskai reikSmingy skirtumy tarp momentinio LC3B-Il formos
kiekio ir LC3B-II formos kiekio nuslopinus autofagosomy skaidyma, o
3.3 pav. C — sumazéjes LC3B baltymo sankaupy kiekis. HCT116 lastelése
0,1 mM 5-FU neturi jtakos autofagijos srautui, o 0,3 mM dozé §j srauta
slopina. Tuo tarpu HCT116/OXA lastelése 5-FU turi silpnesnj poveiki
autofagijos srautui — po 0,1 mM 5-FU poveikio ir autofagosomy skaidymo
slopinimo CQ LC3B-II baltymo padaugéja 1,2 karto (p=0,048) t.y.
autofagijos srautas yra 1,15 karto mazesnis nei kontrolinése lastelése; po
0,3mM 5-FU poveikio ir CQ LC3B-II baltymo padaugéja 1,1 karto
(p=0,001) t.y. autofagijos srautas yra 1,3 karto mazesnis nei kontrolinése
lastelése. ReikSmingas autofagijos srautas po abiejy 5-FU doziy
HCT116/0XA Iastelése taip pat stebimas ir pagal LC3B baltymo sankaupy
pagauséjima po autofagosomy skaidymo slopinimo CQ.

0,03 mM OxaPt neturi reikSmingo poveikio MAPL1LC3B transkripto
kiekiui (3.4 pav. A). Si OxaPt dozé santykinj LC3B-II formos baltymo kiekj
HCT116 lastelése sumazina apie 7,9 karto (p<0,001), HCT116/FU lastelése
— apie 2,2 karto (P=0,016), o HCT116/OXA lastelése padidina apie 1,6 karto
(p=0,01) (3.4 pav.B). Nuslopinus autofagosomy skaidymg, LC3B-II
baltymo kiekio poky¢iai nevienodi: HCT116 lastelése padidéja 3,7 karto
(p=0,005) t.y. autofagijos srautas yra 2,5 karto didesnis negu kontrolinése
lastelése; HCT116/FU lastelése — 2 kartus (p=0,035) t.y. autofagijos srautas
yra 1,6 karto didesnis negu kontrolinése lgstelése; HCT116/OXA lastelése —
1,2 karto (p=0,047) t.y. autofagijos srautas yra 1,2 karto mazesnis negu
kontrolinése lgstelése. PanaSios tendencijos matyti ir vertinant LC3B
baltymo pasiskirstymg lgstelése — nuslopinus autofagosomy skaidyma visose
tirtose lastelése padaugeja LC3B baltymo sankaupy (3.4 pav. C 0,03 mM
OxaPt poveikis).

0,06 mM OxaPt dozé LC3B-II formos baltymo kiekj veikia skirtingai nei
mazesné dozé — HCT116 lastelése Sios baltymo formos kiekis padidéja apie
1,8 karto (p=0,008), HCT116/OXA lastelése — sumazéja apie 5,2 karto
(p<0,001), o HCT116/FU lastelése neturi reikSmingo poveikio (p=0,370).
Statistiskai reikSmingas skirtumas tarp momentinio LC3B-Il baltymo kiekio
ir §io baltymo kiekio nuslopinus autofagosomy skaidymg stebimas HCT116
ir HCT116/0XA lastelése — HCT116 lastelése LC3B-II baltymo padaugéja
1,2 karto (p=0,009) t.y. autofagijos srautas po Sio poveikio yra apie 1,2 karto
mazesnis negu kontrolinése Iastelése; HCT116/OXA lastelése LC3B-II
baltymo padaugéja 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, HCT116/0XA lastelése.
A, Santykinis MAP1LC3B transkripto kiekio pokytis pragjus 24 val. po OxaPt poveikio.
B, LC3B-II  baltymo kiekio pokytis praégjus 48val. po OxaPt poveikio.
C, LC3B bhaltymo pasiskirstymas lastelése praéjus 48 val. po poveikio OxaPt. Autofagosomy
skaidymas slopintas pridedant 30 uM CQ 4 val. prie§ baltymy skyrima/imunofluorescencing
analiz¢. Mastelio juosta — 20 um; K, kontrolinés t.y. vaistu neveiktos lastelés; punktyriné
linija — reik§mingu laikomo poky¢io slenkstiné riba; braks$niai £SN; n>3.

#, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp HCT116/FU arba HCT116/0XA lasteliy palyginus
su HCT116 lgstelémis;

*, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp vaistu veikty ir kontroliniy lasteliy;

X, statistiskai reik§mingas skirtumas tarp CQ paveikty ir neveikty lasteliy;

#1* p<0,05; xx/##/** p<0,01; Xxx/###/*** p<0,001.

didesnis negu kontrolinése lgstelése. Tuo tarpu HCT116/FU Igstelése po
0,06 mM OxaPt poveikio stebimos didelés santykinio LC3B-Il baltymo
kiekio variacijos. Pagal LC3B baltymo pasiskirstymg lastelése matyti, kad
po 0,06 mM OxaPt poveikio autofagijos srautas yra reikSmingas HCT116,
HCT116/FU ir HCT116/0XA lastelése (3.4 pav. C).
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Nustatéme, kad kontrolinéms HCT116/FU lasteléems yra budingas
1,2 karto didesnis (p<0,001), o HCT116/OXA lasteléms — 1,4 karto didesnis
(p<0,001) ATG7 baltymo kiekis negu HCT116 kontrolinéms Iasteléms
(3.5 pav. B). 0,1 mM 5-FU arba 0,03 mM OxaPt poveikis neturi reik§mingo
poveikio ATG7 transkripto kiekiui (3.5 pav. A), bet sumazina santykinj
ATG7 baltymo kiekj HCT116 ir HCT116/FU Igstelése: po 0,1 mM 5-FU
poveikio ATG7 kiekis sumazeja 39% HCT116 (p<0,001) ir 9% HCT116/FU
(p=0,016); po 0,03mM OxaPt — 43% HCT116 (p<0,001) ir 33%
HCT116/FU (p=0,001). Siose lasteliy linijose ATG7 kiekis sumazéja ir po
didesniy 5-FU arba OxaPt doziy: po 0,3mM 5-FU — 67% HCTL116
(p<0,001) ir 37% HCT116/FU (p<0,001); po 0,06 MM — 74% HCT116
(p<0,001) ir 31% HCT116/FU lastelése (p<0,001). Tuo tarpu HCT116/0XA
lastelése ATG7 baltymo kieki reikSmingai sumazina tik 0,3 mM 5-FU
poveikis (Sio baltymo kiekis sumazéja 33%, p=0,005), o po abiejy OxaPt
poveikiy padidé¢ja (po 0,03 mM OxaPt padideja 23%, p=0,008; po 0,06 mM
OxaPt — 29%, p<0,001).

Ivertinome kaip ATG7 baltymo kiekio sumazinimas veikia 5-FU arba
OxaPt citotoksiskuma HCT116, HCT116/FU, HCT116/0OXA Igsteléms.
Eksperimentus atlikome pagal 2.4 pav. pateikta schemg. ATG7 baltymo
raiSkos sumazinimui naudojome tokias lasteliy transfekcijos su ATG7 savita
siRNR (ATG7 siRNR) salygas, kad §io baltymo kiekis visose lasteliy
linijose pra¢jus 48 val. po lasteliy transfekcijos sumazety apie 75% (HCT116
lastelése p<0,001; HCT116/FU — p<0,001; HCT116/0XA - p<0,001)
(3.11 pav. C). CTB metodu jvertine lasteliy gyvybinguma pastebéjome, kad
ATG7 baltymo kiekio sumazinimas padidina 35% kontroliniy HCT116
(p<0,001) ir 40% HCT116/0XA (p<0,001) lgsteliy gyvybinguma, bet
neveikia HCT116/FU lasteliy gyvybingumo (3.5 pav. D). ATG7 kiekio
sumazinimas nekei¢ia 5-FU citotoksiSkumo, bet sumazina OxaPt
citotoksiSkumg — HCTI116 lastelése 0,03 mM OxaPt citotoksiSkumas
sumazéja 23% (p=0,026), HCT116/FU lasteléese 0,03 mM OxaPt — 12%
(p=0,038), o HCT116/0OXA lastelése 0,3 mM OxaPt — 14% (p=0,004).

Remiantis Siais rezultatais galime daryti kelias iSvadas. Pirma,
kontrolinés HCT116/FU lastelés pasizymi didesniu, 0o HCT116/OXA lIastelés
— mazesniu LC3B-II baltymo kiekiu negu kontrolinés HCT116 Igstelés.
Antra, 5-FU slopina autofagijos srautga HCT116 ir HCT116/FU lastelése.
Treéia, po OxaPt poveikio autofagijos srautas iSlieka reik§mingas Visose
tirtose lasteliy linijose. Ketvirta, ATG7 baltymo kiekio sumazinimas siRNR
nekeiCia 5-FU citotoksiSkumo ir sumazina OxaPt citotoksiSkumg visoms

lasteléms.
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3.5 pav. ATG7 kiekis ir slopinimas HCT116, HCT116/FU, HCT116/OXA lastelése.
5-FU arba OxaPt poveikis santykiniui ATG7 transkripto (A) arba baltymo (B) kiekiui.
C, ATG7 siRNR jtaka ATG7 baltymo kiekiui praéjus 48 val. po siRNR transfekcijos. D,
ATG7 siRNR deriniy su 5-FU arba OxaPt jtaka lasteliy gyvybingumui. Lastelés buvo
transfekuotos ATG7 siRNR arba NT sSiRNR 24 val. prie§ poveikj vaistu. Lasteliy
gyvybingumas jvertintas praéjus 48 val. po poveikio vaistu. CTB, CellTiter-Blue®; bruksniai
+SN; n>3.

#, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp HCT116/FU arba HCT116/0XA lasteliy palyginus
su HCT116 lastelémis;

*, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp vaistu veikty ir kontroliniy lasteliy;

#/* p<0,05; ##/** p<0,01; ##H/*** p<0,001.

3.2.2  Autofagija po mTHPC-FDP ir jo derinio su 5-FU

Pavienis mMTHPC-FDP reikSmingai padidina LC3B-II formos kiekij
HCT116 ir HCT116/FU lastelése (3.6 pav. A). HCT116 lastelése 90 s FDP
padidina $io baltymo kiekj 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 lastelése 180 s FDP
padidina LC3B-II baltymo kiekj 10,8 karto (p<0,001), 270 s — 11,1 karto
(p<0,001), 0 90 s — neturi reik§Smingo poveikio $io baltymo kiekiui. Visgi,
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§iy autofagosomy turinys nesuskaidomas — néra statistiSkai reikSmingy
skirtumy tarp momentinio autofagosomy kiekio ir autofagosomy kiekio
nuslopinus autofagosomy skaidyma CQ. ISimtis pastebima tik HCT116/FU
lastelése, kur 90 s FDP sukelia 1,6 karto didesnj autofagijos srauta negu
stebimas kontrolinése Iastelése (p=0,0006).
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3.6 pav. MTHPC-FDP (A) arba jo derinio su 5-FU (B) jtaka santykiniam LC3B-II
baltymo kiekiui HCT116 ir HCT116/FU lastelése. LC3B-Il baltymo kiekio pokytis
registruotas praéjus 24 val. po lasteliy paveikimo S$viesa. Autofagijos srauto slopinimui
lastelés paveiktos 30 pM CQ 4 val. prie§ baltymy skyrima. K, kontrolinés t.y. vaistu/FDP
neveiktos lastelés; bruksniai £SN; n>3.

X, statistiSkai reik§mingas skirtumas tarp CQ paveikty ir neveikty lasteliy;

*, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp vaistu/FDP veikty ir kontroliniy lasteliy;

x/* p<0,05; xx/** p<0,01; xxx/*** p<0,001.

Tirdami mTHPC-FDT derinio su 5-FU poveikj autofagijai nustatéme,
kad 5-FU pridéjimas skirtingai veikia santykinj autofagosomy kieki HCT116
ir HCT116/FU lastelése (3.6 pav. B). Palyginus su pavieniu 90s FDP,
HCT116 lastelése 0,03 mM arba 0,1 mM 5-FU pridéjimas lemia LC3B-II
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formos sumazéjimg — 0,03 mM 5-FU sumazina $ios formos kiekj 2,4 karto
(p=0,016), 0,1 mM 5-FU — 3,3 karto (p=0,009). Tuo tarpu HCT116/FU
lastelése 5-FU derinimas su 90s FDP lemia didesnj LC3B-1I formos baltymo
kiekj negu stebimas po pavienio FDP: pridéjus 1 mM 5-FU S§io baltymo
kiekis padidéja 1,9 karto (p=0,021), 3 mM 5-FU — 4,3 karto (p=0,004),
10 mM 5-FU — 9 Kkartus (p<0,001).

Taip pat skiriasi ir 5-FU pridéjimo poveikis autofagijos srautui. HCT116
lastelése 5-FU pridéjimas padidina autofagijos srautg: 90s FDP derinys su
0,03 mM 5-FU autofagijos srautg 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),
0,3mM 5-FU — 22Kkarto (p<0,001). O HCT116/FU lastelése 5-FU
pridéjimas $§j srautg sumazina — derinant 90s FDP su 3 mM 5-FU srautas
sumazéja 1,5 karto (p=0,006) palyginus su pavieniui 90s FDP, 0 1 mM ir
10 mM 5-FU pridé¢jimas sumazina autofagijos srauta tiek, kad Sis tampa
statistiskai nebereikSmingu.

Taigi apibendrinant Siuos rezultatus, galime daryti kelias iSvadas. Pirma,
pavienis mMTHPC-FDP padidina autofagosomy kiekj HCT116 ir HCT116/FU
lastelése. Antra, HCT116 lastelése 5-FU padidina po mTHPC-FDP stebimg
autofagijos srautg, bet sumazina autofaginiy membrany kiekj. HCT116/FU
lastelése 5-FU sumazina mTHPC-FDP sukeliamg autofagijos srautg bei
padidina autofagosomy kiekj.

3.3 Wnt/B-katenino signalinio kelio aktyvumas

Wnt siganlinio kelio aktyvumg vertinome pagal S33, S37 ir T41
pozicijose nefosforilinto B-katenino (aktyvaus B-katenino) baltymo santykinj
kiekj. Palyging monosluoksnio kultiiroje auginamas HCTI116/FU ir
HCT116/0XA lasteles su HCT116 lastelémis pastebéjome, kad
chemoterapiniams vaistams atsparios lastelés turi apie 1,5 karto didesnius
aktyvaus PB-katenino kiekius (atitinkamai p<0,001, p=0,004) (3.7 pav. A).
Kontroliniai HCT116/FU sferoidai pasizymi 1,2 karto didesniu (p=0,018), o
HCT116/OXA sferoidai — 1,3 karto didesniu (p<0,001) aktyvaus -katenino
kiekiu negu HCT116 lasteliy sferoidai (3.7 pav. B).

Monosluoksnio kulttiroje auginamose HCT116 lastelése santykinius
aktyvaus [B-katenino kiekius sumazina tik didelés 5-FU ir OxaPt dozés
(3.7pav. A): po 0,3mM 5-FU dozés baltymo kiekis sumazéja 36%
(p<0,001), o0 po 0,06 mM OxaPt dozés — 49% (p<0,001). Abi naudotos 5-FU
dozés sumazina aktyvaus f-katenino baltymo kiekius HCT116/FU ir
HCT116/0XA lastelése: HCT116/FU lastelése 0,1 mM 5-FU sumazina $io
baltymo kiekj 44% (p=0,002), o 0,3 mM — 27% (p=0,012). Tuo tarpu
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HCT116/0XA lastelése 0,1 MM 5-FU sumaza aktyvaus B-katenino kiekj
35% (p=0,017), 0 0,3 MM — 53% (p=0,005). Tik didelé OxaPt dozé (t.y.
0,06 mM) reikSmingai veikia aktyvaus [-katenino Dbaltymo kiekj
HCT116/FU lastelése — ji sumazina 57% (p=0,001). Né viena i$ tirty OxaPt
doziy neturéjo reikSmingo poveikio Sio baltymo kiekiui HCT116/0XA

lastelése.
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3.7 pav. Aktyvaus B-katenino baltymo santykinis kiekis HCT116, HCT116/FU ir
HCT116/0XA lastelése. A, 5-FU ir OxaPt poveikis aktyvaus [-katenino kiekiui lasteles
kultivuojant monosluoksniu praéjus 48 val. po poveikio vaistu. B, aktyvaus p-katenino Kiekis
kontroliniuose sferoiduose praéjus 168 val. po lasteliy uzséjimo. K, kontrolinés t.y. vaistu
neveiktos lastelés; briksniai £SN; n>3.

#, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp HCT116/FU arba HCT116/OXA lasteliy palyginus
su HCT116 lastelémis;

*, statistiSkai reik§mingas skirtumas tarp vaistu veikty ir kontroliniy lasteliy;

#/* p<0,05; ##/** p<0,01; ###/*** p<0,001.

Toliau tyréme ar nuo B-katenino priklausomo signalinio kelio slopinimas
kei¢ia 5-FU arba OxaPt citotoksiSkumg lgsteléms. Tam panaudojome
XAV939 (XAV), kuris slopina tankirazes, tokiu biidu sumazindamas AXIN
ubikvitilinimg ir skatindamas B-katenino suskaidymg (Huang et al., 2009b).
Eksperimentus atlikome monosluoksnio ir sferoidy modeliuose pagal
2.1 pav. A ir 2.2 pav. pateiktas schemas. Monosluoksnio eksperimentuose
lasteles paveikéme XAV 24 val. prie§ poveikj 5-FU arba OxaPt tam, kad
vaisto pridéjimo metu nuo B-katenino priklausomas Wnt signalinis kelias jau
bity slopinamas. Pastebéjome, kad HCT116 lastelése praéjus 24 val. po

15 uM XAV poveikio aktyvaus P-katenino baltymo lygis sumazéja 22%
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3.8 pav. XAV poveikis HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA lasteléms. A, aktyvaus
B-katenino kiekis HCT116 lastelése praéjus 24 val. po 15 uM XAV pridéjimo. XAV derinio
su 5-FU poveikis lasteliy gyvybingumui jvertintam KV (B), MTT (C) metodais arba
santykiniam sferoido ttriui (D). XAV derinio su OxaPt poveikis lasteliy gyvybingumui
jvertintam KV (E), MTT (F) metodais arba santykiniam sferoido tariui (G). Lasteliy
gyvybingumas vertintas praéjus 48 val., o sferoidy taris — 120 val. po vaisto pridéjimo.

Briik$niai £SN; n>3.

OxaPt, uM

*, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp XAV veikty ir neveikty lasteliy;

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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(p<0,001) (3.8 pav. A). Panasios tendencijos stebimos ir HCT116/FU bei
HCT116/0XA lastelése (duomenys nepateikti). Vertindami Iasteliy
gyvybingumg KV ir MTT metodais nustatéme, kad pavienis 15 uM XAV
poveikis nekei¢ia monosluoksniu kultivuojamy lasteliy gyvybingumo
(3.8 pav. B, C). Tuo tarpu pavienis XAV poveikis reikSmingai sumazina
sferoidy tirj (3.8 pav. D). HCT116/FU sferoidy turj 1 uM XAV sumaZina
24% (p<0,001), 0o HCT116/0OXA sferoidy — 11% (p=0,012), tac¢iau HCT116
sferoidy turis iSlieka nepakitgs. HCT116 sferoidy turis sumazéja 24%
(p<0,001) po 5 uM XAV poveikio, HCT116/FU sferoidy — 32% (p<0,001),
HCT116/0XA sferoidy — 21% (p<0,001).

Vertinant Igsteliy gyvybingumg KV nustatéme, kad XAV apie 10%
padidina 0,1 mM 5-FU citotoksiskumg HCT116 (p=0,002), HCT116/FU
(p<0,001) ir HCT116/0XA (p<0,001) Iasteléms (3.8 pav. B). PanaSios
tendencijoms atsikartoja gyvybinguma vertinant ir MTT metodu — ¢ia XAV
padidina 5-FU citotoksiskumg apie 9% HCT116 lastelése (p=0,003), 15%
HCT116/FU lastelése (p=0,008) ir 30% HCT116/0XA lastelése (p=0,001)
(3.8 pav. C). 3D modelyje pastebéjome, kad 1 uM XAV padidina 5-FU
citotoksiSkumg HCT116/FU sferoidams (jy tiiris sumazéja 7%, p=0,006), bet
nekei¢ia 5-FU citotoksiskumo HCT116 ir HCT116/OXA sferoidams
(3.8pav.D). Tuo tarpu 5uM XAV reikSmingai padidina 5-FU
citotoksiSkumg visiems sferoidams: HCT116 sferoidy turis sumazéja 7%
(p=0,035), HCT116/FU sferoidy — 12% (p=0,001), HCT116/OXA sferoidy —
19% (p=0,001).

XAV poveikis sumazina OxaPt citotoksiSkumg HCT116 (p<0,001),
HCT116/FU (p<0,001) ir HCT116/0XA (p<0,001) lasteléms (3.8 pav. E).
Lasteliy gyvybinguma vertinant KV metodu, XAV sumazino 0,03 mM,
0,06 mM ir 0,1 mM OxaPt doziy citotoksiskumg HCT116 lasteléms apie
20%; 0,06 mM ir 0,1 mM OxaPt doziy — HCT116/FU lasteléms apie 10%;
0,1 mM ir 0,3 mM OxaPt doziy — HCT116/OXA lasteléms atitinkamai apie
10% ir 30%. Panasios tendencijos stebimos lasteliy gyvybinguma vertinant
MTT metodu — 0,06 mM dozés citotoksiskumas HCTI116 lasteléms
sumazéja 13% (p=0,002), HCT116/FU lasteléems — 16% (p=0,027); o
0,3mM dozés citotoksiskumas HCT116/0OXA lasteléms — 18% (p=0,001)
(3.8 pav. F). Tuo tarpu sferoidy modelyje 1 uM XAV: nekeiia OxaPt
citotoksiskumo HCT116 sferoidams; sumazina OxaPt citoksiskuma
HCT116/FU sferoidams (jy taris padidéja 11% (p=0,002)); padidina OxaPt
citotoksiskuma HCT116/OXA sferoidams (jy tiris sumazéja 16% (p=0,001))
(3.8 pav. G).
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Remiantis S$iais rezultatais galima daryti kelias iSvadas. Pirma, 2D
modelyje aktyvaus [B-katenino Kkiekis HCT116/FU ir HCT116/0XA
kontrolinése lastelése yra reikSmingai didesnis nei HCT116 lastelése. Antra,
5-FU poveikis sumazina aktyvaus B-katenino kiek; HCT116, HCT116/FU ir
HCT116/0OXA lastelése. Abejuose modeliuose Whnt/B-katenino signalinio
kelio slopinimas XAV padidina 5-FU citotoksiSkuma Vvisoms lasteléms.
Tre¢ia, 0,06 mM OxaPt poveikis aktyvaus [B-katenino Kiekio neveikia tik
HCT116/0XA lastelése, o HCT116 ir HCT116/FU lastelése jj sumazina.
Abejuose modeliuose XAV reik§mingai sumazina OxaPt citotoksiSkuma tik
HCT116/FU Igsteléms.

3.4 Notchl signalinio kelio aktyvumas
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3.9 pav. NICD1 baltymo santykinis kiekis HCT116, HCT116/FU ir HCT116/0XA
lastelése. A, 5-FU ir OxaPt poveikis NICD1 baltymo kiekiui lasteles kultivuojant
monosluoksniu praéjus 48 val. po poveikio vaistu. B, NICD1 baltymo kiekis kontroliniuose
sferoiduose praéjus 168 val. po lasteliy uzséjimo. K, kontrolinés t.y. vaistu neveiktos lastelés;
briik$niai =£SN; n>3.

#, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp HCT116/FU arba HCT116/0OXA lasteliy palyginus
su HCT116 lastelémis;

*, statistiSkai reik§mingas skirtumas tarp vaistu veikty ir kontroliniy lasteliy;

#* p<0,05; ##/** p<0,01; #HH/*** p<0,001.

Siame darbe Notch1 signalinio kelio aktyvuma jvertinome pagal Notchl
receptoriaus vidulgstelinio domeno (NICD1) kiekj. Palyging monosluoksnio
kultiroje  auginamas  vaistais neveiktas HCT116 Iasteles su
chemoterapiniams vaistams atspariomis lgstelémis pastebéjome, kad NICD1
baltymo kiekis HCT116/FU lastelése yra 2,2 karto didesnis (p<0,001), o
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HCT116/0OXA lastelése 1,6 karto didesnis (p=0,009) nei HCT116 Iastelése
(3.9 pav. A). Kontroliniai HCT116/FU sferoidai pasizymi 2,9 karto didesniu
NICD1 kiekiu negu HCT116 lasteliy sferoidai (p=0,003). Tuo tarpu
HCT116/0OXA sferoidus lyginant su HCT116 sferoidais, reik§mingy NICD1
baltymo kiekio poky¢iy néra (3.9 pav. B).

HCT116 Iastelése NICDI1 kiekius reikSmingai sumazina tik didelés 5-FU
ir OxaPt dozés — 0,3 mM 5-FU sumazina 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 dozés
mazina §io baltymo kiekj HCT116/FU lastelése: 0,1 mM 5-FU sumazina
NICDI1 kiekj 34% (p=0,004), 0,3 mM 5-FU — 63% (p<0,001), 0,03 mM
OxaPt — 53% (p=0,001), 0 0,06 mM OxaPt — 79% (p<0,001). HCT116/0XA
lastelése né viena iS tirty OxaPt doziy nekeic¢ia NICDI1 kiekio. Tuo tarpu, abi
naudotos 5-FU dozés keifia Sio baltymo kiekj HCT116/OXA lastelése:
0,1 mM 5-FU sumazina NICD1 kiekj 31% (p=0,027), o 0,3 mM 5-FU —
65% (p=0,002).

Toliau tyréme ar Notch signalinio kelio slopinimas kei¢ia 5-FU arba
OxaPt citotoksiskumg lasteléms. Tuo tikslu Notch receptoriy kirpimo
slopinimui  naudojome  y-sekretazés  slopikli R04929097 (RO).
Eksperimentus atlikome monosluoksnio ir sferoidy modeliuose pagal
2.1 pav. A ir 2.2 pav. pateiktas schemas. Monosluoksnio eksperimentuose
lasteles paveikéme RO 24 val. prie§ poveikj 5-FU arba OxaPt tam, kad
vaisto pridé¢jimo metu Notch signalinis kelias jau biity slopinamas.
Pastebéjome, kad HCT116 lagstelése pragjus 24 val. po 5 uM RO poveikio
NICD1 kiekis sumazéja 40% (p<0,001) (3.10 pav. A). PanasSios tendencijos
stebimos ir HCT116/FU bei HCT116/OXA lastelése (duomenys nepateikti).
Vertindami lagsteliy gyvybingumg KV ir MTT metodais nustatéme, kad
pavienis 5uM RO poveikis neturi jtakos HCTI116, HCTI116/FU,
HCT116/0XA lasteliy gyvybingumui (3.10 pav. C, D). Tuo tarpu 3D
modelyje 1 uM RO pavienis poveikis 25% sumazina HCT116/FU sferoidy
tar; (p<0,001), 11% HCT116/0OXA sferoidy tarj (p=0,001), bet nekeicia
HCT116 sferoidy tirio.

Pirmiausiai tyréme kaip RO pridéjimas veikia 5-FU citotoksiSkuma.
Nustatéeme, kad 5 ir 10uM RO nekei¢ia 5-FU citotoksiskumo
monosluoksniu auginamoms HCT116, HCT116/FU ir HCT116/0XA
lasteléms (duomenys nepateikti). Tuo tarpu 3D modelyje, 1 uM RO
pridéjimas padidina 5-FU vaisto citotoksiSkuma chemoterapiniams vaistams
atspariy lgsteliy sferoidams: HCT116/FU sferoidy thrj sumazina 6%
(p=0,017), o HCT116/OXA sferoidy tarj — 28% (p<0,001) (3.10 pav. B).
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3.10 pav. RO poveikis HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA lastelems. A, NICD1
kiekis HCT116 lastelése praéjus 24 val. po 5 uM RO pridéjimo. B, 1 uM RO derinio su 5-FU
poveikis sferoidy tiriui. 5 uM RO derinio su OxaPt poveikis lasteliy gyvybingumui
jvertintam KV (C) arba MTT (D) metodais. E, 1 uM RO derinio su OxaPt poveikis sferoidy
tiriui. Lasteliy gyvybingumas vertintas pragjus 48 val., o sferoidy taris — 120 val. po vaisto

pridéjimo. Bruksniai £SN; n>3.

*, statistiSkai reik§mingas skirtumas tarp RO veikty ir neveikty lasteliy;

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Priesingos tendencijos stebimos RO derininant su OxaPt — 2D modelyje
gyvybinguma vertinat KV metodu pastebéta, kad 5 uM RO reikSmingai
sumazina OxaPt citotoksiskumg HCT116 (p<0,001), HCT116/FU (p<0,001),
HCT116/0XA (p<0,001) lgsteléms (3.10 pav. C). Visosose tirtose Iastelése
RO derinys su 0,01 mM OxaPt doze nekei¢ia OxaPt citotoksiskumo; RO
pridéjimas sumazina 0,03 mM OxaPt citotoksiSkumg mazdaug 10%, o
0,06 mM OxaPt dozés — daugiau negu 20%. Stipriausias efektas pastebétas
HCT116/FU lastelése, kur RO prid¢jimas sumazina 0,06 mM OxaPt
citotoksiskuma 34%. PanaSios tendencijos stebimos ir Igsteliy gyvybinguma
vertinant MTT metodu: RO pridéjimas sumazina 0,06 mM OxaPt
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citoksiSkumg HCT116 Iasteléems 14% (p=0,005), HCT116/FU Iasteléms —
24% (p=0,007), o HCT116/0XA lastelems — 23% (p=0,003). Sios
tendencijos atsikartoja ir sferoidy modelyje — 1 pM RO pridéjimas sumaZzina
OxaPt poveikj: HCT116 sferoidy tiirj padidina 29% (p<0,001), HCT116/FU
sferoidy — 13% (p=0,004), HCT116/OXA sferoidy — 16% (p<0,001).

Taigi, remiantis Siais rezultatais galima daryti kelias iS§vadas. Pirma,
abejuose modeliuose: 1) kontrolinés HCT116/FU lIgstelés pasizymi didesniu
NICD1 baltymo kiekiu lyginant su kontrolinémis HCTI116 lastelémis;
2) Notch signalinio kelio slopinimas RO sumazina OxaPt citotoksiskuma
visoms tirtoms lasteléms. Antra, ; 0,3 mM 5-FU poveiki HCTI116,
HCT116/FU ir HCT116/OXA lastelés reaguoja panaSiai — jose sumazéja
NICD1 baltymo kiekis. Tre¢ia, 0,06 mM OxaPt poveikis sumazina NICD1
kiekj tik HCT116 ir HCT116/FU lgstelése.

3.5 Transkripcijos represorius HES1

Transkripcijos represorius HES1 pirmiausiai buvo identifikuotas kaip
Notch signalinio kelio taikinys (Iso et al., 2002). Véliau buvo nustatyta, kad
§j baltymg koduojanéio geno raiSkg gali skatinti ir Wnt, Hedgehog,
BMP/TGEF signaliniai keliai bei hipoksija (Borggrefe et al., 2016). Palyging
HESL1 transkripto lygius kontrolinése monosluoksnio kultiiroje auginamose
chemoterapiniams vaistams atspariose lastelése su HCT116 Igstelémis
pasteb&jome, kad Sio transkripto kiekiai HCT116/FU lastelése yra apie
2,2+0,3 karto didesni, 0 HCT116/OXA lastelése — 3,1+0,3 karto didesni nei
HCT116 lastelése (3.11 pav. A). Be to, HCT116/0OXA lastelése stebima kito
Notch signalinio kelio taikinio — HEY1 transkripto kiekio tendencija didéti,
tatiau HCT116/FU lastelése Sio transkripto kiekiai nevirSija reikSmingu
laikomo poky¢io slenkstinés ribos.

Auginant lgsteles monosluoksniu, HES1 baltymo lygis kontrolinése
HCT116/FU lastelése yra 2,2 karto (p=0,006), o HCT116/OXA lastelése —
3,3 karto didesnis (p=0,003) nei HCT116 lastelése (3.11 pav. B). HES1
baltymo kiekio padidéjimas stebimas ir kontroliniuose chemoterapiniams
vaistams atspariy lasteliy sferoiduose — HCT116/FU jis 2 kartus (p=0,002), o
HCT116/0XA — 2,2 kartus didesnis (p<0,001) nei HCT116 sferoiduose
(3.11 pav. C).

Monosluoksnio modelyje HCT116 lasteles paveikus abiem 5-FU dozémis
ir didZiausia OxaPt doze, sumazéja HES1 santykinis baltymo kiekis: 0,1 mM
5-FU sumazina S$io baltymo kiekj 8% (p=0,03), 0,3 mM FU — 89%
(p<0,001), o po 0,06 MM OxaPt poveikio HES1 baltymas beveik
nedetektuojamas (p<0,001) (3.11 pav. B). Tuo tarpu HCT116/FU lastelése
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Sio baltymo kiekj sumazina didelé 5-FU doz¢ ir abi OxaPt dozés: po 0,3 mM
5-FU S$is kiekis sumazéja 86% (p=0,001), po 0,03 mM OxaPt — 67%
(p=0,003), po 0,06 MM OxaPt — 71% (p=0,002). HCT116/OXA lastelése
HESI baltymo kiekj sumazina abi 5-FU dozés ir didziausia OxaPt dozé:
0,1 mM 5-FU sumazina §io baltymo kiekj 74% (p=0,003), 0,3 mM 5-FU —
79% (p=0,002), 0,06 mM OxaPt — 57% (p=0,007).
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3.11 pav. HES1 ir HEY1 santykiniai kiekiai HCT116, HCT116/FU ir HCT116/0OXA
lastelése. A, HES1 ir HEY1 transkripty santykiniai kiekiai HCT116/FU ir HCT116/0XA
lastelése palyginus su HCT116 lastelémis. B, 5-FU ir OxaPt poveikis HES1 baltymo kiekiui
lasteles kultivuojant monosluoksniu pragjus 48 val. po poveikio vaistu. C, HES1 baltymo
kiekis kontroliniuose sferoiduose praéjus 168 val. po lasteliy uzséjimo. K, kontrolinés t.y.
vaistu neveiktos lastelés; punktyriné linija — reikSmingu laikomo poky¢io slenkstiné riba;
briik$niai £SN; n>3.

#, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp HCT116/FU arba HCT116/OXA lasteliy palyginus
su HCT116 lastelémis;

*, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp vaistu veikty ir kontroliniy lasteliy;

#/* p<0,05; ##/** p<0,01; ##H#/*** p<0,001.

Ivertinome kaip HES1 baltymo kiekio sumazinimas veikia 5-FU arba
OxaPt citotoksiskuma HCT116, HCT116/FU, HCT116/OXA Iasteléms.
Nustatéme, kad monosluoksniu kultivuojamose HCT116 lastelése Notch ir
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3.12 pav. HESI1 slopinimo poveikis HCT116, HCT116/FU ir HCT116/0OXA lasteléms.
A, 5puM RO arba 15 uM XAV poveikis HES1 baltymo kiekiui HCT116 lastelése praéjus
24 val. po slopiklio pridéjimo. B, HES1 siRNR jtaka HES1 baltymo kiekiui praéjus 48 val. po
siRNR transfekcijos. HES1 siRNR deriniy su 5-FU arba OxaPt jtaka lasteliy gyvybingumui
vertinant KV (C) arba MTT (D) metodais. Lastelés buvo transfekuotos HES1 siRNR arba NT
SIRNR 24 val. prie§ poveikj vaistu. Lasteliy gyvybingumas jvertintas pra¢jus 48 val. po
poveikio vaistu. Briik$niai +SN; n>3.

*, statistiSkai reik§mingas skirtumas tarp slopikliu arba HES1 siRNR veikty ir neveikty
lasteliy;

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Wnt signaliniy keliy slopinimas sumazina HES1 baltymo kiekj: praéjus
24 val. po 5 uM RO pridéjimo jis sumazéjo 30% (p<0,001), o po 15 uM
XAV - 56% (p<0,001) (3.12 pav. A). Norédami savitai sumazinti HESI
baltymo raiSka naudojome tokias Igsteliy transfekcijos su HES1 savita
siRNR (HES1 siRNR) salygas, kad HES1 baltymo kiekis visose lasteliy
linijjose sumazéty panaSiai: pragjus 48 val. po lgsteliy transfekcijos HES1
baltymo kiekis sumazéja apie 40% HCT116 lastelése (p<0,001), apie 50%
HCT116/FU lastelese (p<0,001) ir apie 45% HCT116/0XA lastelése

73



(p<0,001) (3.12 pav.B). HES1 nutildymo poveiki 5-FU ir OxaPt
citotoksiSkumui tyréme pagal 2.4 pav. pateikta schemg. KV ir MTT
metodais jverting lasteliy gyvybingumg pastebéjome, kad HES1 baltymo
kiekio sumazinimas HES1 siRNR apie 20% padidina vaistu neveikty
HCT116 (KV p=0,004; MTT p=0,005) ir HCT116/0XA (KV p<0,001; MTT
p=0,003) Iasteliy gyvybinguma (3.12 pav. C, D). Be to, lasteliy transfekcija
su HES1 siRNR sumazina visy tirty lasteliy linijy jautrumg 5-FU bei OxaPt:
HCT116 lasteléese 5-FU ir OxaPt citotoksiSkumas sumazéja apie 30%
gyvybinguma 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
lastelése — vertinant KV metodu apie 20% (5-FU p=0,003; OxaPt p=0,003),
tuo tarpu vertinant MTT metodu 5-FU citotoksiSkumas sumazéja 34%
(p<0,001), 0 OxaPt — 20% (p=0,002); HCT116/OXA lastelése 5-FU ir OxaPt
citotoksiskumas sumazéja 20% gyvybinguma vertinant abiem metodais
(5-FU: KV p=0,001 ir MTT p=0,008; OxaPt: KV p=0,015 ir MTT p=0,008).
Sios tendencijos atsikartoja Iasteles transfekuojant ON-TARGETplus HES1
SMARTpool siRNR, kuris HES1 baltymo lygj visose lasteliy linijose
sumazina apie 80% (duomenys nepateikti).

Taigi, remiantis Siais rezultatais galima daryti kelias iSvadas. Pirma,
abejuose _modeliuose kontrolinés HCT116/FU ir HCT116/0OXA lastelés
pasizymi didesniu HES1 baltymo kiekiu nei kontrolinés HCT116 lastelés;
Antra, 0,3 mM 5-FU ir 0,06 mM OxaPt sumazina HES1 baltymo kiekj
visose tirtose lastelése. Tre¢ia, HES1 baltymo kiekio sumazinimas siRNR
sumazina 5-FU ir OxaPt citotoksiSkuma visoms tirtoms lasteléms.
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4. DISKUSIJA

Siame darbe tyréme Wnt/B-katenino ir Notchl signaliniy keliy bei
autofagijos reikSme zmogaus kolorektalinés karcinomos lgsteliy HCT116 bei
miisy laboratorijoje i§vesty chemoterapiniams vaistams atspariy HCT116/FU
ir HCT116/OXA lasteliy atsakui j citotoksinj poveikj. Citotoksinis poveikis
buvo sukeliamas kolorektalinés karcinomos gydyme naudojamais
chemoterapiniais vaistais 5-FU, OxaPt arba fotodinaminéje terapijoje
naudojamu fotosensibilizatoriumi mTHPC, kuris buvo aktyvuojamas
660+5 nm Sviesa. Prie§ atliekant molekulinius lgsteliy atsako j citotoksinj
poveiki matavimus palyginome HCT116, HCT116/FU ir HCT116/0XA
lasteliy jautrumg 5-FU arba OxaPt poveikiams. Nustatéme, kad 2D ir 3D
lasteliy kultiirose auginamos HCT116/FU lastelés yra atsparios 5-FU
poveikiui. Tuo tarpu HCT116/OXA lastelés yra atsparios 5-FU ir OxaPt
poveikiams. Atsparumg chemoterapiniams vaistams gali lemti jvairiis
molekuliniai pokyéiai, ribojantys vaisto veikima. Siuo metu gerai Zinoma,
kad jgytas atsparumas 5-FU daznai yra lemiamas jo iSnaSos i§ lastelés
padidéjimo, metabolinei jo aktyvacijai reikalingy fermenty raiSkos
sumaz¢jimo arba tiesioginio jo taikinio — timidilato sintazés mutacijy bei
raiskos padidéjimo (Longley ir Johnston, 2005; Temraz et al., 2014; Jensen
et al., 2012). Tuo tarpu jgytas atsparumas OxaPt daznai siejamas su
didesniais  antioksidanty, glutationo, metalotioneiny Kiekiais bei
intensyvesniu DNR pazaidy taisymu iSkerpant nukleotidus (Jensen et al.,
2012). Taip pat daznai stebimas fenomenas — ko-atsparumas vaistams — t.y.
fenotipas, kai vienam vaistui jgijusios atsparumg lastelés tampa atsparesnés
kitu budu veikian¢iam vaistui. Skirtingg atsparumg turinéiy lasteliy atsako j
vaista metu vykstanciy procesy palyginimas bei $iy procesy reikSmés vaisto
citotoksiSkumui nustatymas galéty atskleisti kurie i$ Siy procesy yra svarbiis
lasteliy atsparumui.

Palyging regresinés analizés metu nustatytas Siy vaisty ICso dozes
pastebéjome, kad lasteliy atsparumo laispniai 2D ir 3D lasteliy kultiirose
skiriasi: lasteliy atsparumo 5-FU laipsniai 3D modelyje yra mazesni nei
lasteles auginant 2D, o Igsteliy atsparumo OxaPt laipsniai 3D modelyje —
didesni nei Iasteles auginant 2D. Siuos skirtumus biity galima paaiskinti tuo,
kad 5-FU veikia tik besidalinanéias lasteles, todél negali nuzudyti ramybés
biisenoje esanciy sferoido lIgsteliy (Tung et al., 2011). Tuo tarpu OxaPt
veikia ir ramybés biisenoje esancias lasteles. Be to, sferoido viduje
susidariusios hipoksinés salygos gali padidinti lasteliy atsparuma OxaPt
(Roberts et al., 2009).
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Vis daugéja tyrimy, rodanciy fotodinaminio poveikio veiksmingumag
prie§ chemoterapiniams vaistams atsparias lasteles (Spring et al., 2015).
Nustatéme, kad HCT116 ir HCT116/FU lastelés prikaupia panasius mTHPC
kiekius. Be to, abiejy lasteliy linijy jautrumas mTHPC-FDP yra panasus.
Vadinasi HCT116/FU Igstelés néra jgijusios atsparumo mTHPC-FDP, kuris
dazniausiai siejamas su padidéjusiu mTHPC i§ Igsteliy gebancio pasalinti
ABCG?2 nesiklio kiekiu (Liu et al., 2007). FDP veiksmingumas prie§ 5-FU
atsparias lasteles taip pat buvo parodytas stemplés ploksciyjy lasteliy
karcinomos atveju naudojant fotosensibilizatoriy NPe6 (Ohashi et al., 2014).
Be to, misy duomenys parodé¢, kad mTHPC-FDP derinys su 5-FU yra
veiksmingas pries HCT116 lasteles — ir FDP, ir 5-FU buvo svarbios
determinantés $io derinio citotoksisSkumui. Visgi, HCT116/FU lastelése Sis
derinys yra maziau veiksmingas, o 5-FU pridéjimas derinio citotoksiSkumui
neturi reikSmés. Taigi, nors FDP yra veiksmingas prie§ chemoterapiniams
vaistams atsparias lasteles, jis nekeiCia jgyto lasteliy atsparumo 5-FU.
Adityvus FDP ir chemoterapiniy vaisty poveikis taip pat pastebétas jvairiose
lasteliy linijose: AlPcS2a-FDP sustiprino 5-FU toksiskumg gliomos F98
lasteléms (Christie et al., 2017), HpD-FDP sustiprino 5-FU arba cisplatinos
toksiskumg pavirSinés stemplés ploksciyjy lasteliy karcinomos OE21
lasteléems (Kawazoe et al.,, 2010), BPD-FDP sustiprino gemcitabino
toksiSkumg kepeny vézio lasteliy linijoms (Celli et al., 2011).

Norédami jvertinti konkretaus signalinio kelio arba proceso svarba
chemoterapiniams vaistams jautrioms ir atsparioms lasteléms pasirinkome
dvi strategijas. Pirmiausiai vertinome signalinio kelio arba proceso
aktyvacija rodan¢iy baltymy rai$kg. Autofagosomy susidarymas buvo
vertinamas pagal autofagosomy augimui svarbaus baltymo ATG7 ir su
autofagosomy kiekiu koreliuojan¢io LC3B-1I baltymo kiekius. Autofagijos
vyksmo efektyvumas (t.y. autofagijos srautas, kuris parodo ar susidariusios
autofagosomos yra suskaidomos lizosomose) buvo nustatytas palyginus
momentinj autofagosomy kiekj su bendru autofagosomy kiekiu stebimu
autofagosomy skaidymg lizosomose nuslopinus CQ. Kanoninio Wnt
signalinio kelio aktyvumas buvo vertinamas pagal S33, S37 ir T4l
pozicijose nefosforilinto B-katenino (aktyvaus B-katenino) baltymo kiekj.
Notch signalinio kelio aktyvacija vertinta pagal Notchl receptoriaus
vidulastelinio domeno (NICD1) kiekj. Taip pat jvertinome Wnt ir Notch
signaliniy keliy taikinio HES1 baltymo kiekj. Siekdami jvertinti funkcing §iy
keliy reikSme¢ atsparumui tyréme kaip keiciasi lgsteliy gyvybingumas
slopinant Siuos signalinius kelius/procesus slopikliais arba siRNR. Wnt
signalinis kelias buvo slopintas tankiraziy slopikliu XAV. Notch signalinis

76



kelias slopintas y-sekretazés slopikliu RO. HES1 bei ATG7 baltymy kiekis
sumazintas jiems savitomis siRNR.

4.1 lentelé. Wnt/B-katenino, Notchl signaliniu keliy aktyvacija ir autofagijos
intensyvumas HCT116/FU bei HCT116/0OXA Igstelése palyginus su HCT116 lastelémis

. Lasteliy linija
Baltymas Modelis
HCT116/FU HCT116/0XA

aktyvus 2D T T
B-kateninas 3D ™ ™
2D 1T N
NICD1 ) N 5
2D 1T N
HES1 D N N
LC3B-I1 2D 1T v
ATG7 2D ™ ™

M, baltymo kiekio padidéjimas/sumazéjimas, kuris didesnis arba lygus 1,5 karto;
T/, statistiS8kai reik§mingas baltymo kiekio padidéjimas/sumazéjimas, kuris maZesnis nei
1,5 karto

Nustatéme, kad chemoterapiniams vaistams atsparios HCT116/FU
lastelés pasizymi didesniu autofagosomy kiekiu, o HCT116/OXA lastelés —
mazesniu autofagosomy kiekiy nei HCT116 lastelés (4.1 lentelé). [domu tai,
kad kity autoriy tyrimuose 5-FU atsparioms kolorektalinés karcinomos
lasteléms SNUCS5 budingas Siek tiek mazesnis autofagosomy kiekis (Yao et
al.,, 2017), o OxaPt atsparioms HT29 Igsteléms — didesnis autofagosomy
kiekis (Sun et al., 2017a). Be to, kontrolinéms HCT116, HCT116/FU,
HCT116/0XA lgsteléms budingas panasus bazinis autofagijos srautas — t.y.
visose tirtose lastelése vyksta panaSaus intensyvumo autofagosomy
skaidymas. ATG7 baltymo raiSkos sumazinimas siRNR parodé, kad
autofagija slopina HCT116 ir HCT116/OXA lasteliy proliferacija. Zinoma,
kad esant aktyviai autofagijai AMBRAI1 baltymas skatina PP2A fosfatazés
vykdoma c-Myc defosforilinima, tokiu biidu sumazindamas c-Myc baltymo
stabilumg bei slopindamas lgsteliy proliferacijg (Cianfanelli et al., 2015).

Misy duomenys rodo, kad chemoterapiniams vaistams atspariose
HCT116/FU ir HCT116/0XA lastelése yra padidéjusi Wnt/B-katenino
signalinio kelio aktyvacija. Didesné Wnt/B-katenino signalinio kelio
aktyvacija stebima 5-FU atspariose HCT8 (He et al., 2018) ir HT29 Iastelése
(Ayadi et al., 2015). Musy naudotos tankiraziy slopiklio XAV dozés
sumazina aktyvaus B-katenino ir HES1 baltymo kiekius HCT116 lastelése.
Tai rodo, kad Sis slopiklis tikrai slopina Wnt/B-katenino signalinj kelia, o
HES1 baltymo kiekis bent jau i§ dalies priklauso nuo Sio signalinio kelio.
Svarbu paminéti, kad XAV turéjo nestipry poveikj B-katenino kiekiui. Tai
galima paaiSkinti tuo, kad HCT116, HCT116/FU ir HCT116/OXA lastelése
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CTNNBI1 koduojanCiame gene yra stebima heterozigotine 131-133
pozicijoje esancio CTT delecija (A. Laurinavi¢iaus ir jo kolegy nepublikuoti
duomenys). D¢l $ios mutacijos dalis lastelése sintetinamo [-katenino
nebeturi S45 (Sios padéties fosforilinimas svarbus B-katenino ubikvitilinimui
destrukcijos komplekse; ziuréti 1.3.1 skyriy). Tai reiskia, kad destrukcijos
kompleksas negali nukreipti dalies 1astelése esanéio B-katenino suskaidymui.
Nepaisant to, kity autoriy tyrimai parodé, kad HCT116 lasteliy stimuliacija
WNT3A ligandu padidina Wnt/B-katenino signalinio kelio aktyvuma —
padidéja B-katenino baltymo kiekis ir TCF/LEF promotoriaus aktyvacija
(Wu et al., 2012). Slopindami Wnt/B-katenino signalinj kelig pastebéjome,
kad 15uM XAV dozé neturi jtakos HCTI116, HCT116/FU bei
HCT116/0XA lasteliy gyvybingumui lasteles auginant 2D kultiiroje, o 3D
kultiiroje naudota 1 pM XAV dozé sumazina HCT116/FU ir HCT116/0XA
sferoidy tairj. Jdomu tai, kad S45 neturintis B-kateninas neturi didelés jtakos
HCT116 lgsteliy proliferacijai — Sio B-katenino iSmusimas nepakeité lasteliy
dalijimosi grei¢io stebimo 2D lgsteliy kultiiroje (Sekine et al., 2002) bei
neturéjo jtakos lasteliy gebai formuoti navikus pelése, kuriy imuniné sistema
yra nuslopinta (Kim et al., 2002). Didesnis chemoterapiniams vaistams
atspariy HCT116/FU ir HCT116/OXA sferoidy jautrumas XAV galéty
byloti apie Siose lastelése jvykusius pokycius, kurie padidino Igsteliy
proliferacijos priklausomybe nuo Wnt/B-katenino signalinio kelio.

2D ir 3D kultiirose auginamose chemoterapiniams vaistams atspariose
HCT116/FU lastelése stebimas didesnis NICD1 baltymo kiekis nei HCT116
lastelése. Tai rodo, kad HCT116/FU lastelése yra padidéjusi Notchl
receptoriaus aktyvacija. Tuo tarpu HCT116/OXA lastelése didesni NICDI
kiekiai stebimi tik 2D lasteliy kultiiroje. Kity autoriy tyrimuose nustatyta,
kad 5-FU atsparioms HCTS8 lgsteléms bei 5-FU arba OxaPt atsparioms
HCT116 lasteléms budingi didesni Notchl receptoriaus kiekiai (Dinicola et
al., 2016; Liu et al., 2016; Huang et al.,, 2015). Miasy naudotos
y-sekretazés slopiklio RO dozés sumazina NICDI ir HES1 baltymy kiekius
— t.y. slopina Notch signalinj kelig. Be to, RO poveikis neturi jtakos
HCT116, HCT116/FU bei HCT116/0OXA lasteliy gyvybingumui lasteles
auginant 2D kulttroje, bet sumazina HCT116/FU ir HCT116/OXA sferoidy
tarj. Tai galéty rodyti, kad sferoidy kultiroje auginamy chemoterapiniams
vaistams atspariy lasteliy proliferacija yra labiau priklausoma nuo Notch
signalinio kelio. Panasiis rezultatai buvo pastebéti ir kity autoriy tyrime, kur
y-sekretazés slopiklis DAPT stipriau slopino naviky, gauty peléms jskiepijus
5-FU arba OxaPt atsparias HCT116 lasteles, augima (Huang et al., 2015).
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Nustatéme, kad chemoterapiniams vaistams atsparioms HCT116/FU ir
HCT116/0XA Iasteléms bidingas didesnis HES1 baltymo kiekis nei
HCT116 lgsteléms. Panasts rezultatai taip pat buvo pastebéti ir kity autoriy
tyrime (Huang et al., 2015). Misy rezultatai parodé, kad HES1 baltymo
raiSkos sumazinimas siRNR skatina HCT116 ir HCT116/OXA lasteliy
proliferacijg. HES1 raiSkos sumazinimo lemiamas lasteliy proliferacijos
padidéjimas galéty biiti susijes su sumazéjusiu lgsteliy jautrumu lasteliy
kontakto lemiamam dalijimosi slopinimui. Toks efektas buvo pastebétas pre-
adipocity tyrimy metu, kur HESI raiSkos sumazinimas shRNR lémé
sumazéjusj lgsteliy jautrumg kontakto lemiamam slopinimui ir skatino
tolesng lgsteliy proliferacija net ir lasteléms uzpildzius visg kultivavimo indo
pavir$iy (Noda et al., 2011).

5-FU poveikis slopina autofagija HCT116 ir HCT116/FU lastelése:
sumazéja ATG7 baltymo kiekis, autofagosomy kiekis bei slopinamas
autofagijos strautas (4.2 lentelé¢). Jdomu tai, kad HCT116/OXA lastelése
po poveikio 5-FU autofagija slopinama silpniau: nors autofagosomy kiekis
padidéja, sumazéja ATG7 baltymo kiekis ir autofagijos srautas. Désninga,
kad autofagosomy elongacijai vieno svarbiausiy baltymo ATG7 kiekio
sumazéjimas koreliuoja su autofagijos srauto sumazéjimu. Be to, iS
literatiros Zzinoma, kad padidé¢jes ATG7 baltymo kiekis gali skatinti
autofagijos srautg (Pattison et al., 2011). Musy rezultatus paremia kity
autoriy tyrimai, kuriuose 5-FU poveikis sumazino autofagosomy kiekj
SNUCS5 lastelése (Yao et al., 2017), o HCT116 lastelése sumazino ATG7,
p62 ir BECLINI1 baltymy kiekius bei autofagijos srauta (Akpinar et al.,
2016). Visgi, reikéty atkreipti démesj, kad 5-FU poveikis autofagosomy
kiekiui gali priklausyti ir nuo lagsteliy linijos. Pavyzdziui, kolorektalinés
karcinomos WiDR ir Lovo92 lasteliy linijjose 5-FU veiké prieSingai ir
padidino autofagosomy kiekj (Bijnsdorp et al., 2010). Miisy duomenys rodo,
kad ATG?7 baltymo kiekio sumazinimas siRNR neveikia lgsteliy atsparumo
5-FU (4.3 lentelé).

OxaPt poveikis sustiprina HCT116, HCT116/FU ir HCT116/0XA
lastelése vykstancig autofagija. HCT116 ir HT116/FU lastelése praéjus 48 h
po OxaPt poveikio sumazéja autofagosomy kiekis, ATG7 baltymo kiekis, o
autofagijos srautas iSlieka reikSmingas. Tuo tarpu HCT116/OXA Iastelése
OxaPt poveikis padidina autofagosomy kiekj, ATG7 baltymo kiekj bei
autofagijos srautg. Be to, ATG7 baltymo raiskos sumazinimas siRNR
sumazina OxaPt citotoksiskumg HCT116, HCT116/FU ir HCT116/0XA
lasteléms. Tai rodyty, kad po OxaPt poveikio autofagija skatinama ir gali
turéti neigiama jtaka lasteliy iSgyvenimui. Kity autoriy tyrimuose pastebéta,
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4.2 lentelé. 5-FU arba OxaPt poveikis Wnt/g-katenino, Notch1 signaliniy keliy aktyvacijai ir autofagijos intensyvumui

aktyvus

Autofagijos

Lasteliy linija Vaistas Koncentracija B-kateninas NICD1 HES1 LC3B-II srautas ATG7
5-FU 0,1 mM - - N ¢ - N
HCT116 0,3 mM N J N - N N
OxaPt 0,03 mM - - - J ™ J
0,06 mM J J J T - N
5.-FU 0,1 mM N v - N N N
HCT116/FU 0.3 mM v v v 2 N v
OxaPt 0,03 mM - J J N T N
0,06 mM J J J - N N
5-FU 0,1 mM N N v - N -
HCT116/0XA 0,3 mM N N N T N2 N
OxaPt 0,03 mM - - - T - T
0,06 mM - - 4 N T T

-, néra statistiskai reik§mingo poky¢io;
M, baltymo kiekio padidéjimas/sumazéjimas, kuris didesnis arba lygus 1,5 karto;
/L, statistiSkai reik§mingas baltymo kiekio padidéjimas/sumazéjimas, kuris maZesnis nei 1,5 karto;
N, autofagijos srautas nereikSmingas




kad OxaPt poveikis padidina autofagosomy kiekj: HT116, HT29, SW480 ir
SW620 lgstelése praéjus 24 h po OxaPt poveikio (Liu et al., 2015a; Yang et
al., 2015), HT29 ir HT29/0XA Igstelése pragjus 48 h po OxaPt poveikio
(Sun et al., 2017a). Visgi, autofagijos slopinimas shATG5 arba shATG7
sustiprino OxaPt citotoksiskuma SW480 ir SW620 lastelems (Yang et al.,
2015).

Zinoma, kad autofagija suintensyvéja ankstyvajame lasteliy atsake j
fotopazaidas — tokiu budu ji geba izoliuoti ir suskaidyti pazeistas organeles.
Be to intensyvesne autofagija pasiZzymincios lastelés galéty apsisaugoti nuo
fototoksiskumo (Kessel ir Evans, 2016; Kessel, 2015). Siame darbe mes
parodéme, kad mTHPC-FDP stipriai padidina autofagosomy kieki HCT116
ir HCT116/FU lastelése, taCiau stipresnés FDP dozés lemia sutrikusj
autofagosomy skaidyma. I§ literatiros duomeny yra zinoma, kad mTHPC
gali buti kaupiamas lizosomy membranose (Leung et al., 2002), tad
autofagosomy skaidymo sutrikimai galéty buti susij¢ su lizosomy
fotopazaidomis, dél kuriy iSauga lizosomy pH ir susilpnéja lizosomy
proteaziy aktyvumas (Kessel et al., 2012). HCT116 lastelése 5-FU
pridéjimas skatina po mTHPC-FDP stebimg autofagijos srauta, bet sumazina
autofagosomy kiekj. Mazas autofagosomy kiekis ir intensyvus autofagijos
srautas rodo, kad autofagijos procesas yra efektyvus: greitai suskaidomos
susidare autofagosomos. Tuo tarpu HCTI116/FU lgstelése 5-FU slopina
MTHPC-FDP sukeliama autofagijos srautg ir padidina autofagosomy kiekj.
Taigi, HCT116 lgstelése 5-FU derinyje su mTHPC-FDP autofagijos srautg
veikia prieSingai negu pavienis 5-FU.

Po 5-FU poveikio HCT116, HCT116/FU ir HCT116/0XA lastelese
sumazéjo Wnt/B-katenino signalinio kelio aktyvacija. Das et al. tyrime buvo
pastebéta, kad HCT116 ir HT29 lasteliy linijose 5-FU poveikis skatino APC
baltymo raiska (Das et al., 2014). Kadangi APC baltymas jeina j B-katenino
destrukcijos komplekso sudétj (Tortelote et al., 2017), Sio baltymo raiskos
padidéjimas po 5-FU poveikio galéty lemti Wnt/B-katenino signalinio kelio
slopinimg. Svarbu paminéti, kad kai kuriose kolorektalinés karcinomos
lasteliy linijose 5-FU turi priesingg poveiki Wnt/B-katenino signalinio kelio
aktyvumui — pavyzdziui, HCT8 lasteliy linijoje 5-FU poveikis skatina §j
signalinj kelig (He et al., 2018). Nustatéme, kad Wnt/B-katenino signalinio
kelio slopinimas tankiraziy slopikliu XAV sustiprino 5-FU citotoksiskuma
HCT116, HCT116/FU ir HCT116/0XA lasteliy linijoms auginamoms 2D
lasteliy kulttirose bei HCT116/FU sferoidams. Tai rodo, kad Wnt/p-katenino
signalinis kelias padidina lasteliy atsparuma 5-FU poveikiui ir skatina
lasteliy iSgyvenimg. PanaSus efektas buvo pastebétas kolorektalinés



karcinomos SW480 ir SW620 lgsteliy linijose, kuriose XAV sustiprino 5-FU
sukeliamg apoptoze (Wu et al., 2016¢).

Wnt/B-katenino signalinio kelio aktyvacija po OxaPt poveikio sumazéjo
tik OxaPt poveikiui neatspariose HCT116 ir HCT116/FU Iastelése. Yang et
al. tyrime HCT116 Iastelése Wnt/B-katenino signalinio kelio aktyvumo
sumaz¢jimas po OxaPt poveikio buvo lemiamas [-katenino geno raiskos
sumazéjimo ir priklausé nuo p53 (Yang et al., 2016a). Wnt signalinio kelio
slopinimas XAV sumazino OxaPt citotoksiskumg HCT116, HCT116/FU ir
HCT116/0XA lasteléms auginamoms 2D lasteliy kultiiroje. Siuos rezultatus
paremia Yang et al. atliktas prieSingas eksperimentas, kuriame -katenino
raiSkos padidinimas sustiprino OxaPt citotoksiSkuma HCT116 Igsteléms
(Yang et al., 2016a). Masy duomenimis 3D lasteliy kultiroje XAV veiké
OxaPt citotoksiskuma tik chemoterapiniams vaistams atspariose lastelése ir
priklaus¢ nuo lasteliy linijjos: HCT116/FU lastelése Sio vaisto
citotoksiSkumas sumazéjo (t.y. stebimas toks pats efektas kaip ir 2D lasteliy
kultiiroje), HCT116/OXA lastelése — citotoksisSkumas padidéjo (t.y. stebimas
priesingas efektas nei 2D lIasteliy kultiroje). Tai reiskia, kad HCT116/FU
lastelése Wnt/B-katenino signalinis kelias skatina lgsteliy ziitj po OxaPt
poveikio. Gali buti, kad HCT116/0OXA lastelése $io signalinio kelio reik§mé
lasteliy iSgyvenimui/zii¢iai po OxaPt poveikio priklauso nuo lasteliy
kultivavimo salygy — normoksijos salygomis Wnt/B-katenino signalinis
kelias skatina lasteliy zatj (2D kulttra), 0 esant hipoksijai (3D kultiira) —
iSgyvenimg. Dong et al. tyrime buvo parodyta, kad kai kuriose
kolorektalinés  karcinomos lasteliy linijjose  hipoksija  aktyvuoja
Wht/B-katenino signalinj kelig ir skatina ID2 baltymo raiska. Sio baltymo
raiSkos sumazinimas naudojant shRNR parodé, kad ID2 kolorektalinés
karcinomos lastelése gali slopinti apoptozeg bei skatinti 1asteliy migracija. Be
to, Wnt/B-katenino signalinio kelio slopinimas sumazina Sio baltymo raiska
(Dong et al., 2016).

Misy duomenys rodo, kad HCT116, HCT116/FU ir HCT116/0XA
lastelése 5-FU poveikis sumazino Notchl receptoriaus aktyvacijg. Notch
signalinio kelio slopinimas vy-sekretazés slopikliu RO sustiprino 5-FU
citotoksiskuma tik HCT116/FU ir HCT116/OXA lasteliy sferoidams ir
neturéjo jtakos 5-FU citotoksiSkumui lasteles kultivuojant 2D lasteliy
kultiiroje. Tai rodo, kad HCT116/FU ir HCT116/OXA lasteliy sferoiduose
Notch signalinis kelias galéty padidinti lasteliy atsparuma 5-FU. Be to,
nustatéme, kad HCT116, HCT116/FU ir HCT116/0XA lastelese 5-FU
poveikis sumazina HES1 baltymo kiekj. Tai bent i§ dalies koreliuoja su
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sumazéjusiu Wnt ir Notch signaliniy keliy aktyvumu. Visgi, negalime
atmesti galimybés, kad HCT116 ir chemoterapiniams vaistams atspariose
sublinijose HES1 baltymo kiekis veikiamas ne vien tik §iy signaliniy keliy.
Idomu tai, kad HES1 raiskos sumazinimas siRNR padidino visy tirty lasteliy
linijy atsparuma 5-FU poveikiui, t.y. veiké kitaip nei XAV arba RO. Biity
galima iskelti hipoteze, kad XAV bei RO lemiamas 5-FU citotoksiskumo
padidéjimas labiau priklauso ne nuo HES1 raiskos sumazéjimo, bet kity Wnt
bei Notch taikiniy pokyc¢iy.

4.3 lentelé. Wnt/p-katenino, Notch signaliniy keliy slopikliy, HES1 arba ATG7 baltymu
rai$ka sumazinandiy siRNR poveikis 5-FU arba OxaPt citotoksi$kumui

Slopiklis Lasteliy linija
arba Vaistas | Modelis

SiIRNR HCT116 | HCT116/FU | HCT116/0XA

2D - - -

K 3D - T T

2D ™ T T

XAV 5-FU 3D - x -

2D N% 4 NG

OxaPt D . 0 N

2D - - -

K 3D - T T

2D - - -

RO 5-FU 3D - X X

2D J v d

OxaPt

3D J L d

HES1 K 2D P - P

SiRNR 5-FU 2D v v v

OxaPt 2D J % N

ATG7 K 2D P - P

SRNR 5-FU 2D - - -

OxaPt 2D N % N

K, vaistu neveiktos lgstelés;
-, néra citotoksiskas/neveikia vaisto citotoksiSskumo;
T, toksiskas vaistu neveiktoms lasteléms;
P, skatina vaistu neveikty lasteliy proliferacija
/1, padidina/sumazina vaisto citotoksiskuma

Misy tyrime naudotos OxaPt dozés mazina Notchl receptoriaus
aktyvacija tik HCT116 ir HCT116/FU, bet ne HCT116/0OXA lastelése. Visgi
Meng et al. tyrime mazesné OxaPt dozé HCT116 ir SW620 lasteliy linijose
veiké priesingai ir 1émé NICDI ir HES1 baltymy kiekiy padidéjima (Meng
et al., 2009). Nustatéme, kad Notch signalinio kelio slopinimas RO
sumazino OxaPt citotoksiSkumag visoms tirtoms lasteléms 2D ir 3D lasteliy
kultiirose. Tai rodo, kad Notch signalinis kelias skatina Igsteliy zitj po OxaPt
poveikio. Siuos rezultatus paremia Timme grupés tyrimai, kuriuose tokj
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efektg HCT116 lgsteléms turéjo y-sekretazés slopikliai MRKO003, DAPT,
GSI-XII, GSI-XX. Sie autoriai parodé, kad HCT116 lastelése MRKO003
padidina apoptozg slopinanciy baltymy MCL1 ir BCLxL kiekius bei silpnina
apoptozés vyksma rodanciy procesy aktyvacija. Be to Sis efektas buvo
stebimas ir kitose kolorektalinés karcinomos Igsteliy linijose (HT29, HCT15,
SW480, Colo205) (Timme et al., 2013). HES1 raiskos sumazinimas turéjo
toki patj efekta OxaPt citotoksiSkumui kaip ir Notch signalinio kelio
slopinimas RO. Tai rodo, kad didesnis HES1 baltymo kiekis galéty
sustiprinti OxaPt citotoksinj poveikj.

Taigi, remiantis miisy duomenimis galima teigti, kad Wnt/pB-katenino ir
Notch signaliniai keliai skatina kolorektalinés karcinomos Igsteliy atsparuma
5-FU, o HES1 baltymas, Notch signalinis kelias ir autofagija skatina Igsteliy
ziit] po OxaPt poveikio.
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ISVADOS

* Chemoterapiniams vaistams atsparios lastelés HCT116/FU islieka
jautrios mTHPC-FDP. mTHPC-FDP slopina autofagijos srauta;

* 5-FU mazina, o OxaPt padidina autofagijos srauta visose lgstelése.
ATG7 nutildymas nekei¢ia 5-FU citotoksiSkumo, bet susilpnina OxaPt
veikima;

* 5-FU slopina Wnt/B-katenino ir Notchl signaliniy keliy aktyvuma
visose lastelése, o OxaPt — tik OxaPt poveikiui jautriose lastelése;

* Notch signalinio kelio slopinimas didina atsparumg OxaPt visose
lastelése;

* Chemoterapiniams vaistams atspariy lasteliy sferoidai yra jautresni
Wnt/B-katenino ir Notch signaliniy keliy slopinimui, nei HCT116 lasteliy
sferoidai;

* Wnt/B-katenino ir Notch signaliniy keliy slopinimas didina
chemoterapiniams vaistams atspariy lagsteliy sferoidy jautrumg 5-FU
poveikiui;

* Chemoterapiniams vaistams atspariose lastelése padidéja HES1 raiska.
5-FU ir OxaPt mazina HES1 baltymo kiekj visose lastelése, o HESI1
nutildymas didina atsparuma 5-FU ir OxaPt.
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1Ppav. HCTI116, HCT116/FU, HCT116/OXA lasteliy skai¢ius monosluoksnio
eksperimentuose (A), sferoidy tiiris (B) ir nuotraukos (C) . Briksniai — +SN. Mastelio
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2 PRIEDAS

2P lentelé. Regresinés analizés metu gautos lygtys, kurios apraso lasteliy gyvybingumo
(y) priklausomybe nuo 5-FU arba OxaPt koncentracijos (x). Monosluoksnio modelyje x
matavimo vienetas mM, o sferoidy — uM

Lasteliy linija | Vaistas | Modelis Kreivés lygtis R?
HCT116 5-FU Monosluoksnio |y=-13,41In(x)+18,609 0,9780
Sferoidai y=-34,18In(x)+90,738 0,9976
OxaPt Monosluoksnio |y=-14,18In(x)+5,7448 0,9921
Sferoidai y=-37,58In(x)+68,886 0,9718
HCT116/FU 5-FU Monosluoksnio |y=-10,41In(x)+50,229 0,9720
Sferoidai y=-23,92In(x)+88,365 0,9721
OxaPt Monosluoksnio |y=-13,89In(x)+4,7066 0,9684
Sferoidai y=-47,91In(x)+58,266 0,9972
HCT116/0XA |5-FU Monosluoksnio |y=-10,16In(x)+55,082 0,9837
Sferoidai y=-24,28In(x)+86,795 0,9935
OxaPt Monosluoksnio y:108,65x2—176x+91,363 0,9966
Sferoidai y=-32,41In(x)+153,67 0,9862
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Noriu nuoSirdziai padékoti visiems, kurie man padéjo bei palaiké
doktorantiiros studijy metu.

Pirmiausiai dékoju abiems mano darbo vadovéms — prof. dr. Vidai
Kirvelienei uz galimybe dirbti lasteliy biochemijos laboratorijoje, skatinima
tobuléti bei dr. Ausrai Sasnauskienei uz puiky vadovavimg ir palaikyma.

Acit visam lasteliy biochemijos laboratorijos kolektyvui uz pagalba,
jdomias diskusijas, naudingus patarimus bei puikia atmosfera. Ypa¢ dékoju
dr. Daivai Dabkevi¢ienei uZ patarimus bei pagalbg biostatistikos klausimais,
dr. Violetai JonusSienei uz visokeriopa pagalba ruo$iant publikacijas, Vidai
Piskarskienei uz pasirtipinima, kad niekada netrikty Iasteliy kultivavimui
reikalingy tirpaly, Neringai Daugelavicienei uz draugiskumg bei isklausyma,
Eigilei Eidénaitei ir Vilmantei Zitkutei uz pagalba atlickant eksperimentus,
smagy darbag ir $iltg bendravima.

Taip pat dékoju zmonéms, kurie suteiké galimybe naudotis jvairia
laboratorine jranga: prof. dr. Editai Suziedelienei uz galimybg naudotis
NanoDrop, dr. Danutei Labeikytei — spektrofotometru, Aurimui Stulpinui —
fluorimetru, Imunologijos ir lastelés biologijos skyriaus kolektyvui —
mikroskopu.

Valstybinio patalogijos centro direktoriui prof. dr. Arvydui Laurinavi¢iui
uz galimybe dirbti projekte.

Acit Mildai uz iSklausyma, patarimus ir palaikyma.

Labai dékoju tévams ir sesei uz palaikymg. Ypatingas a¢it Lukui uz
kantrybe ir besalygiska palaikyma, be kurio Sis kelias biity daug sunkesnis.
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