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SANTRUMPOS 

 

AT-kPGR atvirkštinės transkripcijos-kiekybinė polimerazinė grandininė 

reakcija 

BCR-ABL sulietas baltymas, dažniausiai būdingas lėtinei mieloidinei 

leukemijai (angl. breakpoint cluster region protein – Abelson 

murine leukemia viral oncogene homolog 1) 

BIX-01294 1-benzilpiperidin-4-il)-6,7-dimetoksi-2-(4-metil-1,4-diazepan-

1-il)kvinazolin-4-aminas; EHMT1/G9A slopiklis 

DNMT      DNR metiltransferazė 

EGCG epigalokatechin-3-galatas; plačiu biologiniu aktyvumu 

pasižymintis polifenolis; epigenetinių reguliatorių DNMT1 ir 

HDAC slopiklis 

EHMT1/G9A euchromatino histonų lizino N-metiltransferazė 1, kuri 

katalizuoja histono H3K9 dimetilinimą (angl. euchromatic 

histone-lysine N-methyltransferase 1 / G9A-like protein) 

HDAC      histonų deacetilazė 

HMT       histonų metiltransferazė 

LML       lėtinė mieloidinė leukemija 

PML- RARα sulietas baltymas, dažniausiai būdingas ūminei promielocitinei 

leukemijai (angl. promyelocytic leukemia protein – retinoic 

acid receptor α) 

PRC Polycomb slopinantis kompleksas (angl. Polycomb repressive 

complex) 

ŪML       ūminė mieloidinė leukemija 

ŪPL        ūminė promielocitinė leukemija 
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ĮVADAS 

Kraujas yra vienas iš geriausiai atsikuriančių ir plastiškiausių audinių 

organizme. Kraujyje yra daugiau nei dešimt skirtingų ląstelių rūšių, kurios 

organizme atlieka skirtingas funkcijas. Subrendusios kraujo ląstelės 

susiformuoja kaulų čiulpuose iš hematopoetinių kamieninių ląstelių 

hematopoezės metu (Rieger ir Schroeder, 2012). Šio proceso metu 

hierarchijos viršūnėje esančios hematopoetinės kamieninės ląstelės vystosi į 

vis mažesniu daugialinijiškumo potencialu pasižyminčias ląsteles pirmtakes, 

kol galiausiai susiformuoja diferencijuotų subrendusių kraujo ląstelių 

populiacijos (1 pav.) (MacLean et al., 2017). 

Hematopoezėje dalyvaujančiose ląstelėse įvykus genetiniams bei 

epigenetiniams pakitimams,  gali išsivystyti kraujo vėžys – leukemija. 

Mutacijos gali įvykti tiek ankstyvose, tiek vėlyvose hematopoezės stadijose 

(Martinez-Climent et al., 2006). Dėl įvykusių pakitimų ląstelės ima 

nevaldomai daugintis, todėl leukemijai yra būdingas padidėjęs piktybinių 

kraujo ląstelių kiekis kraujyje ir/ar kaulų čiulpuose (Juliusson ir Hough, 

2016). Piktybinės kraujo ląstelės ne tik neatlieka savo funkcijos – didelis jų 

kiekis ima trukdyti sveikų ląstelių funkcionavimui. Tai pasireiškia 

organizmo nuovargiu, karščiavimu, svorio netekimu, kaulų skausmais, 

kraujosruvomis ar kraujavimu (Davis et al., 2014). 

Priklausomai nuo to, ar piktybiniai pakitimai įvyko mieloidinėje ar 

limfoidinėje linijoje, leukemija išskiriama atitinkamai į mieloidinę ar 

limfoidinę; pagal tai, kaip greitai vystosi – į lėtinę ar ūminę. Pastaroji, dėl 

spartesnio piktybinių ląstelių gausėjimo, yra pavojingesnė. Ūminės 

leukemijos atveju pakitusios kraujo ląstelės yra nesubrendusios ir negali 

atlikti funkcijų, būdingų sveikoms kraujo ląstelėms. Tuo tarpu, lėtinės 

leukemijos atveju dauguma ląstelių yra dalinai funkcionalios (Chen et al., 

2015). Dažniausiai pasitaikantis vaikų vėžinis susirgimas yra ūminė 

limfoidinė leukemija. Per pastaruosius dešimtmečius šios ligos gydymas 

ženkliai patobulėjo ir dabar ilgalaikę remisiją pasiekia apie 90 % vaikų, 

tačiau suaugusiuose organizmuose, greičiausiai dėl agresyvesnės ligos 

biologijos, šis procentas yra kiek mažesnis (Juliusson ir Hough, 2016). 

Šiame darbe buvo gilinamasi į mieloidinės leukemijos molekulinę 

biologiją. Tiek ūminė, tiek lėtinė mieloidinė leukemija dažniausiai 

pasireiškia suaugusiems asmenims, senstant tikimybė susirgti didėja (Davis 

et al., 2014; Juliusson ir Hough, 2016). Yra nustatoma apytiksliai 1,3 ūminės 

mieloidinės leukemijos (ŪML) atvejų / 100 000 žmonių, jaunesnių nei 65 
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metų amžiaus; tuo tarpu vyresniems nei 65 metų asmenims nustatoma 

apytiksliai 12,2 ŪML atvejų / 100 000 žmonių (De Kouchkovsky ir Abdul-

Hay, 2016). Mieloidinė leukemija apskritai laikoma vyresnio amžiaus 

žmonių liga: asmenų, kuriems nustatoma ūminė mieloidinė leukemija, 

amžiaus mediana diagnozės metu yra apytiksliai 70 metų. Ilgėjant žmonių 

gyvenimo trukmei, mieloidine leukemija suserga vis daugiau žmonių 

(Tamamyan et al., 2017). Ši liga yra labai heterogeniška – nors įvairios 

mutacijos bei epigenetiniai pakitimai sukelia tuos pačius ar panašius 

sutrikimus, tačiau, dėl skirtingos ligos prigimties, gydymo efektyvumas taip 

pat būna skirtingas (Estey, 2016). Šiame darbe gilintasi į šias mieloidinės 

leukemijos formas: ūminę promielocitinę leukemiją (ŪPL), lėtinę mieloidinę 

leukemiją (LML) bei gydymui atsparią ūminę mieloidinę leukemiją (ŪML). 

ŪPL yra ūminės mieloidinės leukemijos tipas, charakterizuojamas 

chromosomine translokacija, kurioje dalyvauja genas, koduojantis retinoinės 

rūgšties receptorių α (RARA), pavyzdžiui, ZBTB16-RARA, NMP-RARA, 

NUMA-RARA, STAT5B-RARA ir pan. Tačiau dažniausiai (~98 % atvejų) 

būdinga chromosominė translokacija t(15;17)(q22;q21) (Adams ir Nassiri, 

2015). Dėl šios genetinės aberacijos susidaro sulietas PML-RARα baltymas 

(angl. promyelocytic leukemia protein – retinoic acid receptor α), kuris 

blokuoja promielocitų diferenciaciją į granulocitus, todėl promielocitai 

proliferuoja ir kaupiasi kraujyje (Kakizuka et al., 1991; Masetti et al., 2012). 

Atradus, kad retinoinė rūgštis veikia PML-RARα baltymą ir taip sukelia 

promielocitų diferenciaciją, ŪPL tapo gana sėkmingai išgydoma liga – šiuo 

metu didžioji dalis pacientų pasiekia visišką remisiją po gydymo įvairiomis 

retinoinės rūgšties, arseno trioksido ir chemoterapinių agentų 

kombinacijomis (Wang et al., 2016). Tačiau dalis ŪPL pacientų yra atsparūs 

gydymui retinoine rūgštimi arba tampa atsparūs pakartotinio gydymo metu. 

Taip pat dalis pacientų atkrenta po remisijos (Lou et al., 2015; Tomita et al., 

2013). 

Lėtinei mieloidinei leukemijai (LML) būdinga kita chromosominė 

translokacija t(9;22)(q34;q11), vadinama Filadelfijos chromosoma, dėl 

kurios susidaro visada aktyvi hibridinė BCR-ABL tirozino kinazė (angl. 

breakpoint cluster region protein – Abelson murine leukemia viral oncogene 

homolog 1) (Sawyers, 1999). Ši kinazė nuolat fosforilina įvairių 

viduląstelinių baltymų tirozinus ir taip aktyvina įvairius signalinius kelius, 

kas sukelia ląstelės supiktybėjimą (intensyvesnę proliferaciją, didesnį 

atsparumą apoptozei ir pan.) (Deininger et al., 2000). Specifiniai tirozino 

kinazės slopikliai, tokie kaip imatinibas, nilotinibas ir dasatinibas, ženkliai 
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sumažino LML pacientų mirtingumą ir šiuo metu LML yra gana sėkmingai 

kontroliuojama lėtinė liga. Vis dėlto dalis pacientų yra atsparūs arba jiems 

išsivysto atsparumas tirozino kinazių slopikliams (Baccarani et al., 2013; 

Loscocco et al., 2019). 

 
1 pav. Supaprastinta hematopoezės schema. Leukeminės ląstelės gali susiformuoti 

įvykus mutacijoms ląstelėse skirtingose hematopoetinės hierarchijos stadijose (pagal 

MacLean et al., 2017; Riether et al., 2015). 

 

Ūminė mieloidinė leukemija (ŪML) neturi vienos charakteringos 

genetinės aberacijos. Šios ligos pacientams būdingi įvairūs kariotipo 

pakitimai bei genetinės mutacijos. Pagal nustatytų genetinių pakitimų pobūdį 

prognozuojamas ligos sudėtingumas (Arber et al., 2016). Standartiškai ŪML 

pacientai gydomi vadinamąja 7 + 3 chemoterapija. Tai yra chemoterapijos 

kursas, kurio metu 7 dienas pacientui skiriamas citarabinas, po to 3 dienas –  
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antraciklinas (daunorubicinas, idarubicinas ar pan.) (Juliusson ir Hough, 

2016). Citarabinas (taip pat žinomas, kaip citozino arabinozidas, ara-C) yra 

citozino analogas (jis įjungiamas į DNR ir stabdoma DNR sintezė), o 

antraciklinai interkaliuoja į DNR ir slopina DNR topoizomerazės II veikimą 

(sukeliamos DNR pažaidos, stabdoma DNR sintezė) (Blair, 2018). Didelė 

dalis pacientų po šio gydymo pasiekia pilną remisiją, tačiau nemažai jų 

vėliau atkrenta. Taip pat nemaža dalis pacientų šiam gydymui yra atsparūs 

(Zebisch et al., 2016). Išgydoma tik mažiau nei pusė suaugusių ŪML 

pacientų, kurie yra jaunesni nei 60 metų amžiaus, ir tik apytiksliai 10 % 

vyresnių pacientų (Dohner et al., 2015).  

Taigi, tiek gydant mieloidinės leukemijos atvejus su charakteringomis 

chromosominėmis aberacijomis, tokius kaip ŪPL ar LML, tiek ŪML, yra 

susiduriama su iššūkiais, nes pacientai gali būti ar gydymo eigoje tapti 

atsparūs taikomai standartinei terapijai bei gali atkristi po remisijos, todėl 

būtina vystyti naujus terapijos būdus. Kadangi genetinės aberacijos yra 

lydimos epigenetinių pakitimų, manoma, kad epigenetinė terapija, ypač 

kombinuota su kitais terapijos būdais, gali būti svarbus ir galingas vėžinių 

susirgimų gydymo būdas (Ahuja et al., 2016). Epigenetiniai pakitimai, tokie 

kaip pakitęs DNR metilinimas ir histonų modifikacijos, išreguliuoja genų 

raišką ir gali sąlygoti vėžinio susirgimo atsiradimą bei palaikymą. Dažnai 

stebimas išreguliuotas DNR metiltransferazių (DNMT), histonų deacetilazių 

(HDAC), kai kurių histonų metiltransferazių (HMT)  aktyvumas, kas gali 

sąlygoti vėžį slopinančių genų raiškos slopinimą. Šių epigenetinių 

moduliatorių slopikliai sukeldami chromatino dekondensaciją galimai galėtų 

atkurti vėžį slopinančių genų raišką (Kwon ir Shin, 2011). Pavyzdžiui, 

natūraliai gamtoje randamas polifenolis EGCG (epigalokatechin-3-galatas) 

pasižymi gebėjimu slopinti DNMT1 ir HDAC aktyvumą (Khan et al., 2015), 

sintetinis agentas BIX-01294 slopina EHMT2/G9A histonų metiltransferazės 

aktyvumą (Kubicek et al., 2007). Daugybei procesų ląstelėje, pavyzdžiui, 

suintensyvėjusiai proliferacijai ar diferenciacijos blokavimui, įtaką daro 

epigenetiniai pakitimai (Dawson ir Kouzarides, 2012; Jones et al., 2016). 

Epigenetinių pakitimų svarbą kancerogenezėje taip pat rodo tai, kad gana 

didelė dalis mutacijų, būdingų leukeminiams susirgimams, yra nustatoma 

epigenetinių modifikatorių genuose (Kaushansky ir Zhan, 2018).  

Epigenetinės terapijos tikslas yra sukelti tokius epigenetinius pokyčius 

ląstelėje, kurie arba padėtų atsistatyti sutrikusiam diferenciacijos procesui, 

arba, kaip ir tradicinė chemoterapija, sukeltų ląstelės žūtį. Tačiau siekiant 

sukelti vėžinių ląstelių žūtį, yra naudojamos didelės vaistų dozės, o tai gali 
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turėti rimtą šalutinį poveikį organizmui (Lee ir Lee, 2019). Paveikus ląsteles 

terapiniais agentais, priklausomai nuo sukeltos žalos dydžio, ląstelės patiria 

apoptozę arba terapijos indukuotą ląstelinį senėjimą. Pastarasis apibrėžiamas 

kaip negrįžtamas ląstelės ciklo stabdymas (Provinciali et al., 2013). Paprastai 

ląstelių senėjimą sukelia mažiau toksiškos cheminių agentų dozės (Chang et 

al., 1999), taigi, manoma, kad jis yra saugesnis ir sukelia mažiau šalutinių 

poveikių nei apoptozės indukcija (Lee ir Lee, 2019). Tačiau kai kurie 

cheminiai agentai ląstelinio senėjimo indukuoti nesugeba (Schwarze et al., 

2005). Nors manoma, kad apoptozės indukavimas yra sėkmingesnis vėžio 

gydymo būdas, vis dėlto cheminio agento gebėjimas sukelti ląstelių senėjimą 

yra jo privalumas (Nardella et al., 2011). Dėl to šiame darbe taip pat siekėme 

įvertinti kai kurių tirtų cheminių agentų gebėjimą sukelti vėžinių ląstelių 

senėjimą. 

Jeigu po remisijos stebimas atkritimas, reiškia, kad tam tikra vėžinių 

ląstelių populiacija buvo atspari taikytam gydymui. Buvo parodyta, kad 

chemoterapiniam gydymui atsparios ŪML ląstelės pasižymi intensyvesniu 

oksidaciniu fosforilinimu. Slopinant mitochondrijų oksidacinį fosforilinimą, 

parodyta, kad ląstelės tapo jautresnės chemoterapijai in vitro ir in vivo (Farge 

et al., 2017). Dešimtmečiais pagrindiniu vėžinių ląstelių energijos šaltiniu 

buvo laikoma glikolizė (Weinberg ir Chandel, 2015). Tačiau kadangi 

pastarųjų metų tyrimai parodė, kad mitochondrijų oksidacinis fosforilinimas 

yra svarbus veiksnys kai kurių tipų vėžinių ląstelių, tarp jų ir ŪML, 

chemoterapiniam atsparumui,  mitochondrijų oksidacinis fosforilinimas 

susilaukė daug susidomėjimo iš mokslininkų kaip potencialus ir vertingas 

klinikinis taikinys gydant vėžinius susirgimus (Farge et al., 2017; Skrtic et 

al., 2011). 

Šiame darbe buvo tirtas epigenetinių ir metabolinių modifikatorių 

poveikis mieloidinės leukemijos ląstelių molekuliniams procesams ir 

potenciali nauda mieloidinės leukemijos terapijai.  

Darbo tikslas: įvertinti žmogaus mieloidinės leukemijos ląstelių atsaką į 

epigenetinius ir metabolinius reguliatorius. 

Uždaviniai: 

1. Nustatyti natūralaus plačiu veikimu pasižyminčio agento EGCG 

gebėjimą sukelti epigenetinius pokyčius, ląstelės ciklo stabdymą, apoptozę ir 

senėjimą ūminės promielocitinės leukemijos ir lėtinės mieloidinės 

leukemijos ląstelėse. 
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2. Ištirti histonų metiltransferazės EHMT2/G9A sintetinio slopiklio BIX-

01294 sukeltus epigenetinius pokyčius bei poveikį ūminės promielocitinės 

leukemijos ir lėtinės mieloidinės leukemijos ląstelių likimui.  

3. Ištirti histonų deacetilazių ir histonų metiltransferazių slopiklių 

(belinostato ir 3-deazaneplanocino A) potencialą pagerinti standartinę 

ūminės promielocitinės leukemijos terapiją.  

4. Įvertinti gydymui atsparių ūminės mieloidinės leukemijos pacientų 

ląstelių metabolinio aktyvumo, proliferacijos ir proteomo pokyčius po 

poveikio oksidacinio fosforilinimo slopikliais (metforminu, atovakvonu). 

 

Mokslinis naujumas ir praktinė reikšmė 

Šiame darbe nagrinėjome žmogaus mieloidinės leukemijos ląstelėse 

vykstančius procesus, jas paveikus epigenetiniais ir metaboliniais 

reguliatoriais. Išsamiai išnagrinėjome plačiu veikimu pasižyminčio 

polifenolio EGCG sukeltą chromatino remodeliavimą ūminės 

promielocitinės leukemijos ląstelių linijose: nustatėme histono modifikacijų 

H3K9me2 ir H3K9me3, Polycomb slopinančio komplekso 2 (PRC2), HP1α, 

DNMT1, HDAC baltymų/genų raiškos sumažėjimą. Pirmieji nustatėme, kad 

EGCG sukelia histonų modifikacijų H3K14Ac ir H4hiperAc persitvarkymą 

ūminės promielocitinės leukemijos ląstelių chromatine: sustiprėjusias 

sąveikas su ląstelės ciklo stabdymu bei diferenciacija susijusių genų 

promotoriais (p27, PCAF, CEBPA, CEBPE) bei sumažėjusias sąveikas su 

PRC2 komplekso komponentų promotoriais (EZH2, SUZ12, EED). Šie 

epigenetiniai pokyčiai rodo, kad EGCG dalyvauja sukeliant 

heterochromatino dekondensaciją. Taip pat pirmieji parodėme, kad EGCG 

sukelia ūminės promielocitinės ir lėtinės mieloidinės leukemijos ląstelių 

senėjimą, kas taip pat yra svarbu sėkmingai vėžio terapijai. Visapusiškai 

išnagrinėję EHMT2/G9A histonų metiltransferazės slopiklio BIX-01294 

ūminės promielocitinės, ir lėtinės mieloidinės leukemijos ląstelių linijose 

sukeltus procesus, parodėme, kad nors BIX-01294 ir nesukelia ląstelinio 

senėjimo, bet sąlygoja epigenetinių reguliatorių lygio pokyčius, susijusius su  

vėžinių procesų slopinimu. Gauti rezultatai praplečia jau turimas žinias apie 

EGCG ir BIX-01294 veikimą vėžinėse ląstelėse bei gali pasitarnauti 

tolesniame mieloidinės leukemijos terapijos vystyme, ieškant veiksmingų 

terapinių agentų kombinacijų. 

Taip pat pirmą kartą parodėme ir epigenetinių modifikatorių 3-

deazaneplanocino A bei belinostato naudą, naudojant kombinacijoje su 

standartiškai taikoma ŪPL terapija (retinoinė rūgštis + idarubicinas) in vitro 
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ir ex vivo. Nustatėme, kad jų sukelti chromatino pokyčiai yra svarbūs 

sukeliant stipresnį ūminės promielocitinės leukemijos ląstelių atsaką (padeda 

nuslopinti vėžinių ląstelių proliferaciją, stipriau indukuoti apoptozę bei 

paspartina granulocitinę diferenciaciją). Šios žinios itin naudingos ieškant 

veiksmingų terapinių kombinacijų prieš standartiniam gydymui atsparią 

ūminę promielocitinę leukemiją. Įvertinę gydymui atsparių ūminės 

mieloidinės leukemijos pacientų leukeminių ląstelių atsaką į oksidacinio 

fosforilinimo slopiklį metforminą, praplėtėme esamas žinias apie 

metformino bei jo kombinacijos su citarabinu ir venetoclax sukeltus 

viduląstelinius pokyčius. Atlikta proteomo analizė parodė, kad metforminas 

sukėlė metaboliniuose keliuose dalyvaujančių baltymų lygio pokyčius. Nors 

sukelti pokyčiai nėra pakankami atsparių ŪML pacientų gydymui, tačiau 

manome, kad jie gali vaidinti svarbų pridėtinį vaidmenį, taikant kombinuotą 

gydymą, ir metforminas gali pasitarnauti kuriant atsparių ūminės mieloidinės 

leukemijos pacientų terapines kombinacijas. 
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MEDŽIAGOS IR METODAI 

Siekiant įvykdyti išsikeltą tikslą ir uždavinius, buvo panaudoti įvairūs 

ląstelės ir molekulinės biologijos metodai, kurie išsamiai aprašyti su 

disertacija susijusiose publikacijose. Šiame skyriuje trumpai apžvelgiama, 

kokie pagrindiniai metodai buvo naudoti doktorantūros metu. 

Ląstelių kultūros ir poveikiai. Buvo naudotos ŪPL ląstelių linijos NB4 ir 

HL60, LML ląstelių linija K562, ŪPL pacientų kaulų čiulpų ląstelės, 

gydymui atsparių ŪML pacientų periferinio kraujo ląstelės. Ląstelių 

poveikiams vieni arba įvairiomis kombinacijomis buvo naudoti epigenetiniai 

modifikatoriai EGCG, BIX-01294, 3-deazaneplanocinas A, belinostatas, 

oksidacinio fosforilinimo slopikliai atovakvonas ir metforminas, apoptozės 

sukėlėjas venetoclax bei standartinėje mieloidinės leukemijos terapijoje 

naudojami cheminiai agentai retinoinė rūgštis, idarubicinas ir citarabinas. 

Ląstelės biologijos metodai. Ląstelių proliferacija bei gyvybingumas 

buvo vertinami tripano mėlio testu, granulocitinė diferenciacija – nitro 

tetrazolo mėlio testu. Apoptozės indukcija įvertinta, pažymėjus ląsteles 

fluoroforu žymėtu aneksinu V ir nudažius propidžio jodidu bei išanalizavus 

tėkmės citometrijos metodu. Ląstelės ciklo analizė atlikta pagal standartinį 

dažymo propidžio jodidu protokolą. Ląstelinis senėjimas buvo vertinamas 

naudojantis su senėjimu susijusios β-galaktozidazės aktyvumo testu. 

Mitochondrinio kvėpavimo ir glikolizės aktyvumas nustatytas Agilent 

Seahorse XF Extracellular Flux Analyzer aparatu (Agilent Dako, Santa 

Klara, JAV). 

Genų raiškos tyrimo metodai. Santykinė genų raiška įvertinta atvirkštinės 

transkripcijos-kiekybine polimerazine grandinine reakcija (AT-kPGR), 

Rotor Gene 6000 aparatu (Corbett Life Science, QIAGEN, Hilden, 

Vokietija). Genų promotorių metilinimo būsena nustatyta metilinimui 

specifine PGR (MSP). 

Baltymų analizės metodai. Baltymų kiekio ir modifikacijų pokyčių 

analizė atlikta imunoblotu. Hiperacetilinto histono H4  bei acetilinto histono 

H3K14 sąveikos su tam tikrais genais įvertintos chromatino 

imunoišsodinimu ir po to atlikta tiksliniams genams specifine kPGR. 

Ląstelės proteomo analizei pasitelkta skysčių chromatografijos – masių 

spektrometrija. 

Statistinės analizės metodai. Duomenys pateikti kaip vidurkiai su 

standartiniu nuokrypiu. Skirtumų patikimumumas vertintas naudojant 

Stjudento t-testą ar vienkryptę ANOVA. 
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REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

Šiame skyriuje aptariami svarbiausi doktorantūros metu gauti rezultatai, 

kurie yra publikuoti su disertacija susijusiose publikacijose. Pirmoje dalyje 

aptariamas pavienių epigenetinių moduliatorių EGCG ir BIX-01294 sukeltas 

poveikis mieloidinės leukemijos ląstelėms (1 ir 2 publikacijos). Antroje 

dalyje – kombinuotos ŪPL terapijos potencialas, t. y. 3-deazaneplanocino A 

(histonų deacetilazių slopiklio) ir belinostato (histonų metiltransferazių 

slopiklio) gebėjimas sustiprinti standartiškai klinikoje taikomų agentų 

poveikį leukeminėms ląstelėms (3 publikacija). Trečioje dalyje apžvelgiami 

rezultatai, gauti tiriant oksidacinio fosforilinimo slopiklių metformino ir 

atovakvono sukeltus molekulinius pokyčius ŪML ląstelėse (4 publikacija). 

Paskutinėje, ketvirtoje dalyje, visi gauti rezultatai apibendrinami. 

 

 1. Epigenetinių reguliatorių EGCG ir BIX-01294 poveikio ŪPL ir 

LML ląstelėms tyrimai 

EGCG (epigalokatechin-3-galatas) yra gausiausias ir biologiškai 

aktyviausias katechinas (polifenolis), išgaunamas iš kininio arbatmedžio 

(Camellia sinensis). Jo gausu žaliojoje arbatoje. Šis katechinas pasižymi 

įvairiais aktyvumais: antioksidacinis, antibakterinis, priešuždegiminis ir pan. 

Taip pat yra parodyta, kad EGCG pasižymi ir priešvėžinėmis savybėmis – jis 

dalyvauja įvairiuose biologiniuose mechanizmuose, susijusiuose su vėžio 

vystymusi ir progresavimu, tokiais kaip angiogenezė, matastazių slopinimas, 

ląstelės ciklo stabdymas ir apoptozė (Granja et al., 2016; Singh et al., 2011). 

EGCG taip pat veikia ir kaip epigenetinių reguliatorių slopiklis – šis 

polifenolis pasižymi gebėjimu slopinti DNR metiltransferazes (DNMT) ir 

histonų deacetilazes (HDAC) (Khan et al., 2015).  Parodyta, kad EGCG 

slopina DNMT ir HDAC veikdamas jų genų raišką arba jungdamasis prie šių 

fermentų tiesiogiai (Khan et al., 2015; Nandakumar et al., 2011; Rajendran 

et al., 2011). 

Kitas mūsų tirtas cheminis agentas BIX-01294 (1-benzilpiperidin-4-il)-

6,7-dimetoksi-2-(4-metil-1,4-diazepan-1-il)kvinazolin-4-aminas) yra 

sintetinis specifinio veikimo epigenetinis moduliatorius. BIX-01294 slopina 

histonų metiltransferazę EHMT2/G9A (euchromatino histonų lizino N-

metiltransferazę 1), kuri katalizuoja histono H3K9 dimetilinimą. Daugelyje 

vėžinių ląstelių tipų yra nustatytas padidėjęs šios genų raišką slopinančios 
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histonų modifikacijos  (H3K9me2) lygis. Taigi EHMT2/G9A vaidina svarbų 

vaidmenį genų raiškos slopinime ir dėl to yra laikomas potencialiu taikiniu 

vėžio terapijoje (Huang et al., 2010; Kubicek et al., 2007). Mes tyrėme 

EGCG ir BIX-01294 potencialą sukelti epigenetinius pokyčius, apoptozę ir 

senėjimą ūminės promielocitinės leukemijos (ŪPL) bei lėtinės mieloidinės 

leukemijos (LML) ląstelėse. 

 

1.1. EGCG ir BIX-01294 slopina mieloidinės leukemijos ląstelių 

proliferaciją ir stabdo ląstelės ciklą 

Ūminės promielocitinės leukemijos ląstelių linijų NB4 ir HL60 bei lėtinės 

mieloidinės leukemijos ląstelių linijos K562 proliferacija ir gyvybingumas 

po poveikių epigenetiniais moduliatoriais EGCG ir BIX-01294 buvo 

vertinami tripano mėlio testu tris dienas kas 24 val. Nustatyta, kad abu tirti 

agentai slopino ŪPL ir LML ląstelių proliferaciją (1 publikacija, 3 lentelė; 2 

publikacija, 1A ir 1B pav.). Tačiau siekiant panašaus slopinimo efekto, LML 

ląsteles reikėjo paveikti didesnėmis EGCG ir BIX-01294 agentų 

koncentracijomis nei ŪPL ląsteles (1 lentelė). Taip pat nustatyta, kad BIX-

01294 tik nežymiai sumažino K562 ląstelių gyvybingumą. Taigi ŪPL 

ląstelės buvo jautresnės tirtiems epigenetiniams moduliatoriams nei LML 

ląstelės. Kitų autorių taip pat yra parodyta, kad EGCG ir BIX-01294 slopino 

įvairių tipų vėžinių ląstelių linijų proliferaciją (Ding et al., 2013; Gan et al., 

2016). Kadangi daugelyje vėžinių ląstelių tipų yra padidėjusi G9A geno 

raiška, kuri prisideda prie intensyvesnės vėžinių ląstelių proliferacijos (Ding 

et al., 2013), BIX-01294, slopindamas G9A, stabdo vėžinių ląstelių 

proliferaciją. 

 
1 lentelė. Ląstelių poveikiams naudotos EGCG ir BIX-01294 agentų koncentracijos. 

Ląstelių linija EGCG konc., μM BIX-01294 konc., μM 

NB4 30 ir 40 3 ir 4 

K562 120 ir 140 7 ir 8 

 

Nustatę, kad EGCG ir BIX-01294 slopino tirtų mieloidinės leukemijos 

ląstelių proliferaciją bei mažino gyvybingumą, įvertinome šių agentų poveikį 

ŪML ir LML ląstelių ciklui. Tuo tikslu po ląstelių poveikio EGCG ir BIX-

01294 ištyrėme su ląstelės ciklu susijusių genų raišką AT-kPGR metodu bei 

įvertinome ląstelių pasiskirstymą skirtingose ląstelės ciklo fazėse 

standartiniu propidžio jodido testu. Buvo nustatyta, kad paveikus NB4 ir 
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K562 ląsteles EGCG ir BIX-01294, reikšmingai padidėjo ląstelės ciklo 

slopiklių p21, Rb genų raiška ir sumažėjo ląstelės ciklo aktyviklio CCNA2 

geno raiška (bet nesumažėjo CCNA2 geno raiška po poveikio su EGCG) (2 

publikacija, 2A pav.). Parodėme, kad NB4 ir HL60 ląstelėse po poveikio 

EGCG padidėjo ląstelės ciklo slopiklių p27 ir PCAF genų raiška (1 

publikacija, 1C pav.). Tirtų genų dalyvavimas ląstelės ciklo reguliacijoje 

pavaizduotas 2-ame paveiksle. Ląstelės ciklo analizė propidžio jodido testu 

patvirtino genų raiškos analizės rezultatus – abu tirti cheminiai agentai 

sukėlė ŪPL ir LML ląstelių ciklo stabdymą G0/G1 fazėje; EGCG poveikis 

K562 ląstelėms buvo silpnesnis (2 publikacija, 2D pav.). 

 

 
2 pav. Ląstelės ciklo stabdymo mechanizmas. DNR pažaidos ar kitas ląstelinis 

stresas sukelia PCAF ir ATM suaktyvinimą. PCAF acetilina ir taip suaktyvina vėžio 

slopiklį p53, ATM fosforilina ir taip suaktyvina vėžio slopiklius p53 ir CHK2 

kinazę. Pastarieji įjungia p21. p21 ir p27 yra nuo ciklinų priklausomų kinazių (CDK) 

slopikliai, todėl CDK2-ciklinoE/A kompleksai negali fosforilinti (inaktyvuoti) pRb. 

Hipofosforilintas (aktyvus) pRb jungiasi ir inaktyvuoja transkripcijos veiksnį E2F, 

kuris nebeaktyvina perėjimui į S fazę būtinų genų raiškos (pvz., ciklino A2, 

koduojamo CCNA2, bei ciklino E2, koduojamo CCNE2) (pagal Abbastabar et al., 

2018; Aliouat-Denis et al., 2005; Campisi ir d’Adda di Fagagna, 2007; Xenaki et al., 

2008). 

 

Anksčiau mūsų mokslinė grupė nustatė, kad BIX-01294 stabdė ląstelės 

ciklą G0/G1 fazėje ūminės promielocitinės leukemijos NB4 ir HL60 

ląstelėse (Savickiene et al., 2014a). BIX-01294 taip pat sukėlė ląstelės ciklo 

stabdymą G0/G1 fazėje bei padidino p21 baltymo raišką ūminės T 

limfocitinės leukemijos ląstelėse (Huang et al., 2017). Kitų mokslininkų 

tyrimuose taip pat parodyta, kad EGCG sukėlė ląstelės ciklo stabdymą 

G0/G1 fazėje įvairių tipų vėžinėse ląstelėse (Gan et al., 2016).  EGCG 
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slopino ląstelės ciklo aktyviklių  CCNA2, CCNB1, CCND1 ir E2F1 bei 

padidino ląstelės ciklo slopiklio p21 raišką tulžies takų vėžinėse ląstelėse 

(Mayr et al., 2015), sumažino ciklinų D1, CDK4/6 ir fosforilinto Rb baltymo 

lygį šlapimo pūslės vėžinėse ląstelėse (Chen et al., 2004), sumažino ciklino 

D1 ir padidino baltymo p21 raišką gaubtinės ir tiesiosios žarnos vėžinėse 

ląstelėse (Zhang et al., 2012), ir t.t. Taigi šio darbo rezultatai, rodantys, kad 

EGCG ir BIX-01294 sukėlė ūminės ir lėtinės mieloidinės leukemijos ląstelių 

proliferacijos slopinimą bei ląstelės ciklo stabdymą G0/G1 fazėje, koreliuoja 

su ankstesnių tyrimų rezultatais. 

p53 baltymas yra itin svarbus ląstelės ciklo reguliatorius (Chen, 2016), 

tačiau visose mūsų tirtose ląstelių linijose jis nėra funkcionalus. K562 linijos 

ląstelės turi p53 inaktyvuojančią rėmelio poslinkio mutaciją, dėl kurios  

susiformuoja sutrumpėjęs geno produktas (Law et al., 1993), NB4 ląstelėse 

p53 yra mutuotas, todėl nesugeba prisijungti prie DNR (Song et al., 1999), 

HL60 ląstelėse yra įvykusios didelės p53 geno delecijos, todėl p53 baltymo 

raiška šiose ląstelėse nevyksta (Wolf ir Rotter, 1985). Tai rodo, kad mūsų 

tirtose ląstelėse ciklo slopinimas galimai reguliuojamas per nuo p53 

nepriklausomą kelią (2 pav.). 

 

1.2. EGCG ir BIX-01294 gebėjimo sukelti apoptozę, ląstelinį senėjimą ir 

diferenciaciją analizė 

Ląstelės ciklas sustabdomas įvykus DNR pažaidoms arba indukavus ląstelių 

diferenciaciją (Campisi ir d’Adda di Fagagna, 2007; Ullmannová et al., 

2003). Priklausomai nuo pažaidų lygio ir pobūdžio, ląstelės gali pataisyti 

pažaidas ir grįžti į ciklą, tačiau jeigu pažaidų lygis yra didesnis, įvyksta 

apoptozė arba ilgalaikis ląstelės ciklo sustabdymas G0/G1 ciklo fazėje – 

ląstelinis senėjimas (Campisi ir d’Adda di Fagagna, 2007). Diferenciacijos  

indukcija taip pat pasireiškia ląstelės ciklo stabdymu G0/G1 fazėje 

(Ullmannová et al., 2003).  

Kitų autorių parodyta, kad BIX-01294 sukelia apoptozę neuroblastomos 

ląstelėse, EGCG – krūties, kiaušidžių, skrandžio, plaučių, prostatos ir kitų 

vėžio tipų ląstelių linijose (Gan et al., 2016; Lu et al., 2013). Mes apoptozės 

indukciją įvertinome pagal tai, ar ląstelės ant membranos paviršiaus 

eksponuoja fosfatidilseriną (žymėdami aneksinu V) bei pagal ląstelės 

membranos pralaidumą propidžio jodidui. Parodėme, kad abu tirti agentai, 

EGCG ir BIX-01294, sukėlė apoptozę ŪPL ląstelėse (1 publikacija, 1A pav.; 

2 publikacija, 1C pav.). Kaip minėta, lėtinės mieloidinės leukemijos K562 
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ląstelių poveikiams buvo naudotos didesnės agentų koncentracijos, bet šios 

ląstelės išliko atsparios apoptozei (2 publikacija, 1C pav.). Kitų autorių 

parodyta, kad, K562 ląsteles paveikus interferonu ir imatinibu, jos buvo 

atsparios apoptozei, bet panaudojus jų kombinaciją su BIX-01294, buvo 

ženkliai nuslopinta K562  ląstelių proliferacija ir sukelta apoptozė (Loh et 

al., 2014). Taigi nors EGCG ir BIX-01294 nesukėlė apoptozės K562 

ląstelėse, šie agentai galėtų būti naudingi įvairiose kombinacijose su kitais 

agentais. 

Kadangi cheminių agentų gebėjimas sukelti vėžinių ląstelių senėjimą 

laikomas vienu iš potencialių vėžio terapijos būdų (Nardella et al., 2011), 

įvertinome, ar epigenetiniai moduliatoriai EGCG ir BIX-01294 indukavo 

ląstelių senėjimą ŪPL ir LML ląstelėse. Ląstelės ciklo stabdymas G0/G1 

fazėje yra pagrindinis, tačiau nepakankamas požymis, siekiant nustatyti, ar 

vyksta ląstelių senėjimas (Campisi ir d’Adda di Fagagna, 2007). Todėl mes 

tyrėme EGCG ir BIX-01294 įtaką DNR pažaidų atsako (angl. DNA damage 

response) baltymams ATM ir H2AX, kurie gali sukelti ląstelinį senėjimą. 

Taip pat analizavome HMGA geno, kuris yra reikalingas su senėjimu 

susijusių heterochromatino židinių (angl. senescence-associated 

heterochromatin foci) formavimuisi, raiškos pokyčius. Įvertinome ir su 

senėjimu susijusios β-galaktozidazės aktyvumą. Visi kartu šie elementai 

apibrėžia įvairių ląstelių tipų senėjimo fenotipą (Campisi ir d’Adda di 

Fagagna, 2007).  

Yra parodyta, kad EGCG slopina telomerazės aktyvumą. Telomerazės 

slopinimas gali sukelti replikacinį senėjimą dėl telomerų trumpėjimo, kas ir 

buvo parodyta po prailginto ląstelių auginimo veikiant jas mažesnėmis (15 

µM) EGCG dozėmis (Naasani et al., 1998). Remdamiesi mūsų tyrimų 

rezultatais galime teigti, kad mieloidinės leukemijos ląsteles (NB4 ir K562) 

paveikus EGCG, ląstelių senėjimas nustatytas jau po 3 dienų: sukeltas 

ląstelės ciklo stabdymas, padidėjo ATM ir HMGA2 genų raiška ir ATM 

baltymo fosforilinimo lygis, pagausėjo su senėjimu susijusios β-

galaktozidazės aktyvumu pasižyminčių ląstelių skaičius (2 publikacija, 2 ir 3 

pav.) (3 pav.). Tuo tarpu BIX-01294 mūsų tirtų ląstelių senėjimo 

neindukavo: nors paveikus šiuo agentu ir buvo sukeltas ląstelės ciklo 

stabdymas bei padidėjo HMGA2 geno raiška, tačiau nei ATM geno raiškos, 

nei ATM baltymo fosforilinimo lygio padidėjimas nebuvo ryškus, taip pat 

nenustatytas su senėjimu susijusios β-galaktozidazės aktyvumu pasižyminčių 

ląstelių skaičiaus padidėjimas (2 publikacija, 2 ir 3 pav.). Senstančios 

ląstelės pasižymi charakteringu sekreciniu fenotipu, kuris gali skatinti vėžio 
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vystymąsi, todėl besikaupiančios senstančios ląstelės ilgainiui gali tapti 

žalingos organizmui (Maria ir Ingrid, 2017). 

 

 
3 pav. EGCG sukelia ląstelių senėjimo procesus ūminės promielocitinės leukemijos 

NB4 ir lėtinės mieloidinės leukemijos K562 ląstelėse (pagal 2-ą publikaciją). 

 

Kaip minėta aukščiau, ląstelės ciklas taip pat stabdomas, kai vyksta 

ląstelių diferenciacija. Paveikę ŪPL ląsteles EGCG ir įvertinę granulocitinę 

diferenciaciją nitro tetrazolo mėlio testu, diferenciacijos nenustatėme. Tačiau 

įvertinę su diferenciacija susijusių genų CEBPA ir CEBPE raišką, nustatėme, 

kad jų raiška padidėjo (1 publikacija, 1C pav.). Anksčiau mūsų mokslinės 

grupės atlikti tyrimai parodė, kad BIX-01294 taip pat nesukelia ŪPL ląstelių 

granulocitinės diferenciacijos (Savickiene et al., 2014a). Vėlgi su 

hematopoeze susijusių genų SPI1 ir CBFB raiška po poveikių EGCG ir BIX-

01294 padidėjo tiek NB4, tiek K562 ląstelėse (2 publikacija, 3A pav.). Be to, 

ankstesnėse studijose buvo parodyta, kad tiek EGCG, tiek BIX-01294 

sustiprina ŪPL diferenciaciją, kai naudojami kombinacijoje su retinoine 

rūgštimi (Britschgi et al., 2010; Savickiene et al., 2014a). Taigi mūsų tyrimų 

rezultatai patvirtina tai, kad abu tirti epigenetiniai moduliatoriai gali 

sustiprinti mieloidinių ląstelių diferenciaciją, kai naudojami kombinuotai su 

diferenciacijos induktoriais. Apibendrinant, EGCG ir BIX-01294 nesukėlė 

granulocitinės ŪPL ląstelių diferenciacijos, indukavo jų apoptozę; paveikus 

EGCG buvo sukeltas ŪPL ir LML ląstelių senėjimas. 

 

1.3. EGCG ir BIX-01294 sukelia mieloidinės leukemijos ląstelių 

epigenetinius pokyčius 

Žinoma, kad epigenetiniai pakitimai yra svarbus vėžinių ląstelių bruožas, 

todėl analizavome, kokius epigenetinius pokyčius mieloidinės leukemijos 

ląstelėms sukelia epigenetiniai moduliatoriai EGCG ir BIX-01294. Šiame 
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darbe Western blot metodu analizavome H3K9me3, HP1α, DNMT1 ir 

Polycomb slopinančio komplekso 2 (angl. Polycomb repressive complex 2) 

(PRC2) baltymų EZH2, SUZ12, EED kiekio pokyčius mieloidinės 

leukemijos ląstelėse po poveikių EGCG ir BIX-01294. Histono H3K9me3 

modifikacija tarnauja kaip baltymo HP1α prisijungimo platforma. Pastarasis 

pritraukia DNMT1 ir taip susiformuoja genų raišką slopinantis 

heterochromatino kompleksas. Todėl padidėję H3K9me3, HP1α ir DNMT1 

kiekiai siejami su vėžiškumą slopinančių genų raiškos nutildymu (Estève et 

al., 2006). PRC2 komplekso baltymų (EZH2, SUZ12, EED) raiška taip pat 

siejama su heterochromatino formavimusi; padidėjęs jų lygis yra nustatytas 

įvairiose vėžinėse ląstelėse (Sparmann ir van Lohuizen, 2006). Ūminės 

promielocitinės leukemijos NB4 ląstelėse po poveikių EGCG ir BIX-01294 

visų šių chromatiną slopinančių baltymų kiekiai sumažėjo. Tačiau K562 

ląstelės buvo atsparios EGCG – po šio poveikio sumažėjo tik DNMT1 

baltymo kiekis. Taip pat ir BIX-01294 poveikis K562 ląstelėms buvo šiek 

tiek silpnesnis lyginant su poveikiu NB4 ląstelėms (2 publikacija, 4 pav.). 

Įvertinę PRC2 komplekso baltymus koduojančių genų (EZH2, SUZ12, 

EED) raiškos pokyčius ūminės promielocitinės leukemijos NB4 ir HL60 

ląstelėse po poveikio EGCG, nustatėme, kad šių genų raiška taip pat 

sumažėjo (1 publikacija, 3B pav.). Kitų autorių yra parodyta, kad EGCG 

nuslopino PRC2 komponento EZH2 raišką bazaliomos ląstelėse 

(Balasubramanian et al., 2010). Taip pat parodyta, kad EGCG veikia kaip 

DNMT ir HDAC slopiklis, t. y. jungiasi prie DNMT3B ir HDAC1 ir taip 

sumažina pastarųjų fermentinį aktyvumą gimdos kaklelio vėžinėse ląstelėse 

(Khan et al., 2015). Mes parodėme, kad sumažėjo DNMT1 bei histonų 

deacetilazių HDAC1 ir HDAC2 genų raiška NB4 ir HL60 ląstelėse (1 

publikacija, 3A pav.). Kitų mokslininkų taip pat yra parodyta, kad EGCG 

nuslopino epigenetinių modifikatorių DNMT1, DNMT3A, DNMT3B genų 

raišką ir taip sumažino bendrą DNR metilinimo lygį epidermoidinės 

karcinomos ląstelėse (Nandakumar et al., 2011). Taip pat nustatyta, kad 

EGCG sumažino HDAC1, HDAC2 ir HDAC3 genų raišką prostatos vėžinėse 

ląstelėse (Rajendran et al., 2011). Apibendrinant, nustatėme, kad EGCG 

nuslopina DNMT1 ir HDAC1/2 genų raišką ūminės promielocitinės 

leukemijos NB4 ir HL60 ląstelėse. 

Kitas epigenetinis moduliatorius – histonų metiltransferazė EHMT2/G9A 

– katalizuoja histono H3K9 dimetilinimą (H3K9me2), kuris yra 

heterochromatino žymuo. Padidėjusi EHMT2/G9A raiška būdinga daugeliui 

vėžinių susirgimų (J. Zhang et al., 2015). BIX-01294 yra žinomas, kaip 
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specifinis šios histonų metiltransferazės slopiklis. Anksčiau mūsų mokslinės 

grupės atlikti tyrimai parodė, kad histono modifikacijos H3K9me2 kiekis 

ūminės promielocitinės leukemijos ląstelėse sėkmingai sumažėjo po 

poveikio agentu BIX-01294 (Savickiene et al., 2014a). Šiame tyrime 

nustatėme, kad paveikus ŪPL ląsteles EGCG, taip pat sumažėjo G9A geno 

raiška bei histono modifikacijos H3K9me2 kiekis (1 publikacija, 3A ir 4A 

pav.). 

 
4 pav. EGCG ir BIX-01294 poveikis ūminės promielocitinės leukemijos ląstelių 

chromatino remodeliavimui: nustatytas histono modifikacijų H3K9me2 ir 

H3K9me3, PRC2 komplekso, HP1α, DNMT1, HDAC genų/baltymų raiškos 

sumažėjimas, taip sukeliant heterochromatino dekondensaciją  ir vėžį slopinančių 

genų transkripcijos aktyvaciją (pagal 1-ą ir 2-ą publikacijas bei Savickiene et al., 

2014a). 

 

Nors parodėme, kad paveikus ŪPL ląsteles EGCG, sumažėjo HDAC1 ir 

HDAC2 raiška, Western blot metodu įvertinę histonų modifikacijų 

H4hiperAc ir H3K14Ac kiekius, ryškių histonų acetilinimo pokyčių 

nenustatėme (1 publikacija 4A pav.). Atlikę chromatino imunoišsodinimą, 

naudodami antikūnus prieš H4hiperAc ir H3K14Ac, įvertinome šių histonų 

sąveiką su PRC2 komplekso genų (EZH2, SUZ12 ir EED) bei su 

diferenciacija ir  ląstelės ciklo reguliacija susijusių genų (p27, PCAF, 

CEBPA ir CEBPE) promotoriais po poveikio EGCG NB4 ląstelėse. Didesnis 

genų promotorinių sričių acetilinimas siejamas su aktyvesne genų raiška. 
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Buvo parodyta, kad po poveikio EGCG sumažėjo hiperacetilinto H4 ir 

acetilinto H3K14 sąveikų su PRC2 komplekso komponentus koduojančių 

genų EZH2, SUZ12 ir EED promotorinėmis sritimis. Tačiau pagausėjo šių 

histonų modifikacijų sąveikų su p27, PCAF, CEBPA ir CEBPE 

promotorinėmis sritimis (1 publikacija, 4B pav.). Taigi chromatino 

imunoišsodinimo rezultatai koreliuoja su aukščiau aprašytais genų raiškos 

pokyčiais. Apibendrinant, EGCG kaip epigenetinis agentas galėtų būti 

naudingas ūminės promielocitinės leukemijos terapijoje. Tuo tarpu BIX-

01294 su vėžio slopinimu susijęs epigenetinis poveikis parodytas ir ūminės 

promielocitinės, ir lėtinės mieloidinės leukemijų ląstelių linijose. EGCG ir 

BIX-01294 sukeltų epigenetinių pokyčių schema pateikta 4-ame paveiksle, 

taip pat šių agentų sukelti epigenetiniai pokyčiai apibendrinti 2-oje lentelėje. 

 
2 lentelė. EGCG ir BIX-01294 sukelti epigenetinių reguliatorių bei histonų 

modifikacijų lygio pokyčiai. ŪPL – ūminė promielocitinė leukemija; LML – lėtinė 

mieloidinė leukemija; pasvirasis tekstas – geno pavadinimas; nepasvirasis tekstas – 

baltymo pavadinimas; ↓ arba ↑ – raiškos ar sąveikos sumažėjimas arba padidėjimas 

po poveikio (pagal 1-ą ir 2-ą publikacijas). 

 EGCG BIX-01294 

ŪPL 

(NB4 / HL60 

ląstelių linijos) 

 EZH2↓, EZH2↓, SUZ12↓, SUZ12↓, EED↓. 
 DNMT1↓, DNMT1↓, Hp1α↓, H3K9me3↓. 
 G9A↓, H3K9me2↓. 
 HDAC1↓, HDAC2↓.  
 H4hiperAc, H3K14Ac:  
sąveika su EZH2, SUZ12, EED ↓, 
sąveika su p27, PCAF, CEBPA, CEBPE ↑. 

 EZH2↓, 
SUZ12↓. 

 DNMT1↓, 
Hp1α↓, 
H3K9me3↓. 

LML 

(K562 ląstelių 

linija) 

 DNMT1↓, Hp1α↑.  EZH2↓, 
SUZ12↓. 

 DNMT1↓, 
Hp1α↓. 

 

2. Kombinuotos epigenetinės terapijos su HDAC ir HMT slopikliais 

poveikio ŪPL ląstelėms įvertinimas 

 Kaip minėta, ūminei promielocitinei leukemijai būdingas dėl 

chromosominės translokacijos susidaręs sulietas PML-RARα baltymas 

(Kakizuka et al., 1991). Šis baltymas jungiasi prie DNR, multimerizuojasi 

per PML domeną ir pritraukia kitus partnerius taip suformuodamas didelį 

slopinantį baltymų kompleksą. Tarp pritrauktų baltymų yra ir įvairių 
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chromatino reguliatorių – histonų deacetilazių (HDAC), histonų 

metiltransferazių (HMT), DNR metiltransferazių (DNMT), Polycomb 

slopinančių kompleksų 1 ir 2 (PRC1, PRC2) ir t.t. (Arteaga et al., 2015) (5 

pav. A). Todėl kombinuota terapija, nukreipta ne tik prieš PML-RARα, bet ir 

prieš kitus slopinančio komplekso narius, pavyzdžiui, HDAC ir HMT, galėtų 

pagerinti standartinės ŪPL terapijos efektyvumą (5 pav. B). 

 

 
5 pav. Epigenetinės terapijos veikimo schema. A) Ūminės promielocitinės 

leukemijos ląstelėse sulietas PML-RARα baltymas jungiasi prie DNR ties RARE 

promotoriumi ir pritraukia įvairius transkripciją slopinančius epigenetinius 

reguliatorius:  Polycomb slopinančius kompleksus (PRC), histonų deacetilazes 

(HDAC), histonų metiltransferazes (pavyzdžiui, SUV39H1), DNR metiltransferazes 

(DNMT). Taip susiformuoja didelis baltymų kompleksas, kuris slopina su 

diferenciacija susijusių genų raišką (pagal Arteaga et al., 2015). B) Standartinį ŪPL 

gydymo protokolą (retinoinė rūgštis + idarubicinas) papildžius HMT slopikliu 3-

deazaneplanocinu A bei histonų deacetilazių slopikliu belinostatu, efektyviai 

slopinami PML-RARα suformuoto komplekso baltymai ir taip pagerinamas 

standartinės ŪPL terapijos efektyvumas. 

 

Kaip žinia, PML-RARα baltymą efektyviai veikia ir standartiškai 

gydymui yra naudojama retinoinė rūgštis. Kaip HDAC slopiklį pasirinkome 
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belinostatą, kuris Maisto ir vaistų administracijos (angl. Food and Drug 

Administration, FDA) 2014 metais yra patvirtintas pasikartojusios ar 

atsparios T ląstelių limfomos gydymui (O’Connor et al., 2015). Kitas tirtas 

agentas 3-Deazaneplanocinas A yra nuo S-adenozil-L-metionino 

priklausomų histonų metiltransferazių, tarp jų ir EZH2, slopiklis. 

Ikiklinikinių tyrimų metu yra parodyta, kad jis geba slopinti ląstelių 

proliferaciją bei sukelti apoptozę įvairių tipų vėžinėse ląstelėse (Gaudichon 

et al., 2014; Shen et al., 2015). Šiame darbe įvertinome, 3-deazaneplanocino 

A ir belinostato kombinacijos su standartiškai gydymui naudojamais 

agentais (retinoine rūgštimi ir idarubicinu) poveikį in vitro (ląstelių linijoms 

NB4 ir HL60) bei ex vivo (ŪPL paciento promielocitams, turintiems PML-

RARA translokaciją). 

 

2.1. Kombinuoto agentų poveikio ŪPL ląstelėms analizė 

Anksčiau mūsų tyrimų grupė parodė, kad epigenetiniai slopikliai 3-

deazaneplanocinas A ir belinostatas kombinacijoje su retinoine rūgštimi (be 

idarubicino) slopino ŪPL ląstelių proliferaciją, sukėlė apoptozę, pagerino 

granulocitinę diferenciaciją ir sukėlė chromatino persitvarkymą in vitro 

(Valiuliene et al., 2017). Be to, tiriant ksenograftinių pelių modelius, buvo 

parodyta, kad tokia kombinuota terapija prailgino ŪPL ksenograftinių pelių 

išgyvenimo trukmę ir apsaugojo nuo auglio susiformavimo (Valiuliene et al., 

2016). Šiame tyrime iš ŪPL paciento, turinčio PML-RARA translokaciją, 

kaulų čiulpų ląstelių buvo išskirtos baltosios vienbranduolės ląstelės (apie 70 

% jų sudarė nesubrendę promielocitai). NB4 ir HL60 ląstelių linijos bei ŪPL 

paciento leukeminės ląstelės buvo veiktos 1 μM retinoinės rūgšties, 2 nM 

arba 8 nM idarubicino, 0,5 μM 3-deazaneplanocino A ir 0,2 μM belinostato 

skirtingomis kombinacijomis 72 val. Įvertinome šių kombinacijų poveikį 

ŪPL paciento leukeminėms ląstelėms ir ŪPL ląstelių linijoms, t. y. jų 

proliferacijai, ląstelės ciklui, apoptozei, granulocitinei diferenciacijai ir 

metaboliniam aktyvumui. 

Tripano mėlio testu nustatėme, kad 3-deazaneplanocinas A ir belinostatas 

sustiprino standartiškai gydymui naudojamų agentų (retinoinės rūgšties ir 

idarubicino) poveikį tiek tirtų ląstelių linijų, tiek paciento ląstelių 

proliferacijos ir gyvybingumo slopinimui (3 publikacija, 1A pav.). 

Idarubicinas slopina DNR topoizomerazę II, todėl sutrikdo DNR sintezę ir 

sustabdo ląstelės ciklą G2 fazėje (Hollingshead ir Faulds, 1991). Tuo tarpu, 

retinoinė rūgštis, belinostatas ir 3-deazaneplanocinas A sukelia ląstelių 
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kaupimąsi G0/G1 fazėje (Pan et al., 2016; Savickiene et al., 2014b). Įvertinę 

standartiniu propidžio jodido testu, parodėme, kad retinoinės rūgšties, 

belinostato ir 3-deazaneplanocino A kombinacija su mažesne idarubicino 

doze (2 nM) sukėlė NB4 ir HL60 ląstelių ciklo stabdymą G0/G1 fazėje, 

tačiau naudojant didesnę idarubicino dozę HL60 ląstelėse jau po 24 val. 

stebimas ciklo stabdymas G2 fazėje (3 publikacija, 2A pav.). Ląstelės ciklo 

slopiklių ATM, p21, p27 ir Rb bei ląstelės ciklo aktyviklio CCNE2 genų 

raiškos analizė AT-kPGR metodu patvirtino šiuos atradimus (3 publikacija, 

2B pav.). Tirtų genų dalyvavimas ląstelės ciklo reguliacijoje pavaizduotas 2-

ame paveiksle. 

Remdamiesi Western blot metodu nustatytais su apoptoze susijusių 

baltymų BCL-2 ir BAX raiškos pokyčiais ir kaspazės-3 aktyvacija bei 

aneksino V / propidžio jodido dažymo metodu, galime teigti, kad nauja mūsų 

siūloma kombinacija (retinoinė rūgštis + idarubicinas + belinostatas + 3-

deazaneplanocinas A) suintensyvino apoptozės procesą (3 publikacija, 1B, 

1C ir 4 pav.). Daugelio mokslininkų yra parodyta, kad 3-deazaneplanocinas 

A slopina įvairių tipų vėžinių ląstelių proliferaciją bei sukelia apoptozę. 

Pavyzdžiui, vienoje iš studijų parodyta, kad šis HMT slopiklis slopino 

storosios žarnos vėžio ląstelių augimą ir apoptozę, sukėlė senėjimą ir pakeitė 

su ląstelės ciklu susijusių baltymų lygį (Sha et al., 2015). Kito tyrimo metu 

3-deazaneplanocinas A slopino periferinių nervų dangalo vėžinių ląstelių 

proliferaciją ir išgyvenamumą pelės ksenograftiniuose modeliuose in vivo (P. 

Zhang et al., 2015). Belinostatas taip pat slopino ląstelių proliferaciją ir 

sukėlė apoptozę įvairių tipų žmogaus vėžinėse ląstelėse, tarp jų ir ŪPL 

ląstelių linijose NB4 ir HL60, kaip parodyta ankstesniais mūsų grupės 

tyrimais (Savickiene et al., 2014b). 

Nitro tetrazolo mėlio testu parodėme, kad naujai siūloma kombinacija 

(retinoinė rūgštis + idarubicinas + belinostatas + 3-deazaneplanocinas A), 

lyginant su standartiškai terapijoje naudojamais agentais (retinoinė rūgštis + 

idarubicinas), paspartino ŪPL paciento ląstelių granulocitinę diferenciaciją, 

NB4 ir HL60 ląstelių diferenciacijos intensyvumas buvo panašus po visų 

tirtų kombinacijų su retinoine rūgštimi. Tai patvirtino ir AT-kPGR metodu 

nustatyta padidėjusi su diferenciacija susijusių genų CEBPE ir PPARG 

raiška (3 publikacija, 3 pav.). Taip pat, paveikus NB4 ląsteles retinoinės 

rūgšties, idarubicino, 3-deazaneplanocino A ir belinostato kombinacija, 

nustatytas oksidacinio fosforilinimo ir glikolizės intensyvumo slopinimas (3 

publikacija, 1D pav.). Taigi praturtinus standartiškai ŪPL gydymui 

naudojamą retinoinės rūgšties ir idarubicino kombinaciją epigenetiniais 
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slopikliais 3-deazaneplanocinu A ir belinostatu, nustatyta, kad tiek in vitro 

(ląstelių linijose NB4 ir HL60), tiek ex vivo (ŪPL paciento ląstelėse) buvo 

sustiprintas priešvėžinis kombinacijos poveikis – labiau nuslopinta 

proliferacija, stabdytas ląstelės ciklas, suintensyvinta apoptozė, indukuota 

granulocitinė diferenciacija bei nuslopintas metabolinis aktyvumas (6 pav.). 

 

 
6 pav. Standartinės ŪPL terapijos agentų (retinoinės rūgšties ir idarubicino) 

kombinacija su epigenetiniais agentais (belinostatu ir 3-deazaneplanocinu A) 

sustiprina standartinės terapijos poveikį ūminės promielocitinės leukemijos 

ląstelėms (pagal 3-čią publikaciją). 

 

2.2. Kombinuotas agentų poveikis sukelia epigenetinius pokyčius 

leukeminėse ląstelėse 

HDAC slopikliai yra plačiai tiriami įvairių sutrikimų gydymui, tokių kaip 

vėžys, neurodegeneraciniai sutrikimai, imuninės sistemos sutrikimai ir t.t. 

(Hull et al., 2016). Kai kurie HDAC slopikliai jau yra patvirtinti kaip vaistai 

(vorinostatas, belinostatas, panobinostatas, romidepsinas ir kt.) (Eckschlager 

et al., 2017). Tyrimais pademonstruota, kad žemas acetilinimo lygis 

koreliuoja su blogesne vėžinių susirgimų prognoze (Glozak ir Seto, 2007). 

HMT fermentai yra mažiau ištirti, tačiau žinoma, kad išreguliuota jų veikla 

taip pat yra laikoma vėžio žymeniu. Taigi HMT taip pat yra perspektyvūs 

vaistų taikiniai, o jų slopikliai yra verti dėmesio, ieškant naujų leukemijos 

gydymo būdų (Chopra ir Bohlander, 2015). Parodyta, kad tiek HDAC, tiek 

HMT dalyvauja ląstelės proliferacijos, diferenciacijos ir kt. ląstelės likimą 

nulemiančiuose procesuose (Eckschlager et al., 2017; Suzuki et al., 2013). 

Tuo įsitikinome ir mes, kai standartiškai ŪPL leukemijos terapijoje 

naudojamų agentų (retinoinė rūgštis + idarubicinas) poveikį papildėme 

HDAC slopikliu belinostatu bei HMT slopikliu 3-deazaneplanocinu A ir 

paveikėme ŪPL ląstelių linijas (NB4, HL60) ir ŪPL paciento ląsteles: 

sustiprėjo proliferacijos slopinimas ir  apoptozės indukcija, o tirto ŪPL 

paciento atveju ir diferenciacija. 
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Įvairių terapinių agentų kombinavimas dažnai turi sinergistinį arba 

papildantį poveikį. Todėl epigenetiniai agentai dažnai būna naudojami su 

kitokiu poveikiu pasižyminčiais agentais (Eckschlager et al., 2017). Buvo 

parodyta, kad 3-deazaneplanocino A (HMT slopiklio) ir vorinostato (HDAC 

slopiklio) kombinacija turėjo sinergistinį poveikį nesmulkių ląstelių plaučių 

karcinomos ląstelėms; tai gali būti paaiškinta tuo, kad HDAC aktyvumas yra 

reikalingas histonų metiltransferazės EZH2 sukeltam transkripcijos 

slopinimui (EZH2 sąveikauja su HDAC per kitą PRC2 baltymą EED) 

(Takashina et al., 2016). Taip pat nustatyta, kad 3-deazaneplanocino A ir 

panobinostato (HDAC slopiklio) kombinacija efektyvesnė nei pavieniai 

poveikiai tiriant ūminės mieloidinės leukemijos atsaką pelių modeliuose 

(Fiskus et al., 2009). Anksčiau mūsų mokslinė grupė parodė, kad 3-

deazaneplanocinas A ir belinostatas papildė retinoinės rūgšties poveikį ŪPL 

in vitro ir in vivo (Valiuliene et al., 2016, 2017). Kaip jau minėta, šiame 

tyrime parodėme, kad standartiškai terapijoje naudojamų agentų – retinoinės 

rūgšties ir idarubicino – kombinaciją papildžius šiais epigenetiniais 

slopikliais (belinostatu ir 3-deazaneplanocinu A), sukeltas stipresnis poveikis 

in vitro ir ex vivo.  

Siekdami parodyti, kad tirti epigenetiniai slopikliai sukėlė chromatino 

persitvarkymą, Western blot metodu įvertinome histonų H3K14 ir H4 

acetilinimo bei H3K27 metilinimo pokyčius po poveikių įvairiomis 3-

deazaneplanocino A, belinostato, retinoinės rūgšties ir idarubicino 

kombinacijomis ŪPL paciento ir NB4 bei HL60 ląstelėse. Nors histonų 

modifikacijos H3K27me3 lygio sumažėjimo nenustatėme, tačiau H3K14 ir 

H4 histonų acetilinimas ženkliai padidėjo po poveikio su standartiškai ŪPL 

terapijoje naudojamų agentų ir epigenetinių slopiklių kombinacija (3 

publikacija, 4 pav.). Taigi HMT slopiklis 3-deazaneplanocinas A ir HDAC 

slopiklis belinostatas, sukeldami chromatino persitvarkymą, sustiprino 

retinoinės rūgšties ir idarubicino poveikį ŪPL ląstelėms. 

 

3. Chemoterapijai atsparių ŪML ląstelių metabolizmo moduliavimo 

tyrimai 

Be epigenetinių moduliatorių, šiame darbe taip pat tyrėme ir metabolizmo 

moduliatorių poveikį ūminės mieloidinės leukemijos ląstelėms. Kitaip nei 

jau aptarti ūminės promielocitinės ir lėtinės mieloidinės leukemijų atvejai, 

ūminė mieloidinė leukemija yra itin heterogeniška liga, neturi vienos 
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konkrečios mutacijos ar chromosomų aberacijos (Arber et al., 2016). Todėl 

standartinis jos gydymo būdas yra nespecifinė chemoterapija (Juliusson ir 

Hough, 2016), kurios veiksmingumas, deja, nepakankamas ir gana nemaža 

dalis pacientų yra atsparūs pirminiam gydymui arba tampa atsparūs 

pakartotiniam gydymui (Zebisch et al., 2016). Kadangi buvo parodyta, kad 

gydymui atsparios ŪML ląstelės pasižymi intensyvesniu oksidaciniu 

fosforilinimu (Farge et al., 2017), šiame tyrime mes įvertinome oksidacinio 

fosforilinimo slopiklių metformino ir atovakvono poveikį gydymui atsparių 

ŪML pacientų ląstelėms ex vivo. 

Metforminas yra plačiai naudojamas kaip vaistas nuo cukrinio diabeto. 

Yra parodyta, kad jis turi priešvėžinių savybių, bet nėra toksiškas 

normaliems audiniams (Weinberg ir Chandel, 2015). Metforminas slopina 

mitochondrijų elektronų pernašos grandinės I kompleksą (Wheaton et al., 

2014). Atovakvonas yra antimaliarinis vaistas, labai gerai organizmo 

toleruojamas oksidacinio fosforilinimo slopiklis. Atovakvonas veikia kaip 

ubikvinono analogas ir taip slopina elektronų pernašos grandinės III 

komplekso aktyvumą. Tiriant vėžinių ląstelių linijas, parodyta, kad 

atovakvonas galimai pasižymi priešvėžinėmis savybėmis (Fiorillo et al., 

2016). 

 

3.1. Gydymui atsparių ŪML pacientų ląstelių energetinės būklės analizė 

bei jos moduliavimas oksidacinio fosforilinimo slopikliais 

Siekiant įvertinti gydymui atsparių ŪML pacientų ląstelių energetinę būklę, 

iš periferinio pacientų bei sveikų donorų kraujo buvo išskirtos baltosios 

vienbranduolės ląstelės. Jų mitochondrinio kvėpavimo (deguonies 

suvartojimo) ir glikolizės (ekstraląstelinio rūgštėjimo) intensyvumas 

nustatytas Agilent Seahorse XF Extracellular Flux Analyzer aparatu. 

Įvertinus 12-os gydymui atsparių ŪML pacientų ir 2-ų sveikų donorų ląstelių 

metabolinį aktyvumą, nustatyta, kad daugumos tirtų pacientų ląstelių 

energetinė būklė yra panaši kaip ir sveikų donorų, išskyrus 2-ų pacientų 

ląstelėse nustatytas aukštesnis glikolizės lygis bei kitų 2-ų – intensyvesnis 

oksidacinis fosforilinimas (4 publikacija, 1A pav.). Taigi skirtingų gydymui 

atsparių ŪML pacientų leukeminės ląstelės pasižymi skirtingu metaboliniu 

aktyvumu. 

Svarbu suprasti, kokią įtaką ląstelių metabolizmo skirtumai turi gydymo 

efektyvumui, todėl skirtingo energetinio būvio ląsteles (pasižyminčias 

aukštesniu oksidacinio fosforilinimo lygiu / intensyvesne glikolize / 
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santykinai žemesniu metaboliniu aktyvumu) paveikėme oksidacinio 

fosforilinimo slopikliais metforminu ir atovakvonu bei jų kombinacijomis su 

chemoterapiniu agentu citarabinu (citozino analogas) ir apoptozę 

indukuojančiu agentu venetoclax (BCL-2 slopiklis). Naudotų agentų 

koncentracijos pasirinktos pagal literatūros duomenis bei remiantis 

ankstesniais eksperimentais su leukeminių ląstelių linijomis. Oksidacinio 

fosforilinimo slopiklių kombinacijos buvo pasirinktos su citarabinu ir 

venetoclax, nes citarabinas yra plačiai naudojamas ir gana efektyvus gydant 

ŪML (Chhikara ir Parang, 2010), o BCL-2 slopiklis venetoclax klinikiniuose 

ŪML gydymo tyrimuose neseniai buvo parodytas kaip itin naudingas kartu 

su standartinėmis terapijomis (Wei ir Tiong, 2017). 

Yra parodyta, kad atovakvonas reikšmingai slopino oksidacinį 

fosforilinimą įvairių tipų vėžinių ląstelių linijose (Ashton et al., 2016). Daug 

žadantys rezultatai gauti atovakvoną kombinuojant su radioterapija 

hipofaringinės karcinomos ir storosios žarnos vėžio gydyme pelių 

modeliuose in vivo, taip pat naudojant kartu su doksorubicinu ir veikiant 

skydliaukės vėžio ląsteles in vitro (Ashton et al., 2016; Lv et al., 2018). Vis 

dėlto, mūsų tyrimuose atovakvonas didelio poveikio gydymui atsparių 

pacientų ŪML ląstelių oksidacinio fosforilinimo slopinimui neturėjo. Tuo 

tarpu metforminas šių ląstelių oksidacinį fosforilinimą sėkmingai nuslopino, 

o metformino kombinacija su citarabinu ir venetoclax slopinantį poveikį dar 

sustiprino (4 publikacija, 1B pav.). Įvairios epidemiologinės studijos rodo, 

kad metforminas gali apsaugoti nuo įvairių vėžinių susirgimų, tokių kaip 

krūties, plaučių, gaubtinės ir tiesiosios žarnos vėžio. Vis dėlto yra parodyta, 

kad metforminas nėra pakankamas kaip monoterapinis agentas, taigi 

ieškoma efektyviausių jo kombinacijų su kitais terapiniais agentais (Zhang ir 

Guo, 2016). Viename iš tokių tyrimų parodyta, kad metforminas 

sinergistiškai veikė kombinacijoje su chemoterapiniais agentais 

paklitakseliu, karboplatinu ir doksorubicinu (Iliopoulos et al., 2011). 

Remdamiesi šiais tyrimais, mes tyrėme ne tik metformino bet ir jo 

kombinacijos su citarabinu ir venetoclax poveikį ŪML ląstelių 

molekuliniams pokyčiams. 

 

3.2. Molekuliniai pokyčiai gydymui atsparių ŪML pacientų ląstelėse 

paveikus metabolizmo moduliatoriais 

Gydymui atsparių ŪML pacientų ląsteles paveikus atovakvonu, metforminu 

ir jų kombinacijomis su citarabinu ir venetoclax, įvertinta ląstelių 
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proliferacija tripano mėlio testu po 24 ir 72 val. Išanalizavome ląstelės ciklo 

slopiklių p53, p21, Rb ir ląstelės ciklo aktyviklio CCNA2 (koduoja cikliną 

A2) genų raišką AT-kPGR metodu. Poveikiai cheminiais agentais neturėjo 

didelės įtakos ląstelių proliferacijai, tačiau buvo nustatytas didesnis 

proliferacijos slopinimas po 24 val. poveikio to paciento ląstelėms, kurių 

pradinis oksidacinis fosforilinimas buvo didžiausias (4 publikacija, 2 pav.). 

Su ląstelės ciklu susijusių genų p53, p21, Rb, CCNA2 raiškos pokyčiai taip 

pat nebuvo dideli. Didesni genų raiškos pokyčiai nustatyti tų pacientų 

ląstelėse, kurių pradinis oksidacinis fosforilinimas buvo didesnis . Įžvelgti 

skirtumai tarp skirtingu oksidacinio fosforilinimo intensyvumu pasižyminčių 

ląstelių nėra statistiškai patikimi, todėl reikalingos platesnės studijos su 

daugiau tiriamųjų. 

 
3 lentelė. Su metabolizmu susiję viduląsteliniai keliai, pakitę po gydymui atsparių 

ŪML pacientų ląstelių poveikių su metforminu (Met) bei metformino kombinacija 

su citarabinu ir venetoclax (MCV) (pagal 4-ą publikaciją). 

KEGG 2016 keliai 

Met MCV 

Pacientas Pacientas 

1 2 4 1 2 4 

Anglies metabolizmas + + + + + + 
Glikolizė / Gliukoneogenezė + + + + + + 
Aminorūgščių biosintezė 

 
+ + + + + 

Apoptozė + 
 

+ + + + 
Rap1 signalinis kelias + 

  
+ + + 

Piruvato metabolizmas + 
  

+ + + 
Pentozių fosfatų kelias 

 
+ + + + + 

Gliukagono signalinis kelias    + + + 
Ląstelės ciklas   +  + + 
Riebalų rūgščių metabolizmas      + 
Krebso ciklas      + 

 

Ląstelės proteomo analizei pasitelktas skysčių chromatografijos – masių 

spektrometrijos metodas. Po poveikio metforminu bei jo kombinacija su 

citarabinu ir venetoclax trijų pacientų baltymų lygio pokyčius analizavome 

Enrichr analizės įrankiu. Parodėme, kad paveikus leukemines ląsteles 

metforminu visų tirtų gydymui atsparių ŪML pacientų ląstelėse buvo sukelti 

metaboliniuose keliuose dalyvaujančių baltymų lygio pokyčiai. Metformino 

kombinacija su citarabinu ir venetoclax sustiprino šį efektą – statistiškai 

svarbūs pokyčiai palietė dar daugiau viduląstelinių molekulinių kelių. 
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Daugiausiai metabolinių kelių buvo moduliuota to paciento ląstelėse, kurios 

pasižymėjo intensyviausiu oksidaciniu fosforilinimu (3 lentelė). 

Po poveikio metformino, citarabino ir venetoclax kombinacija 

išanalizavę, kokių konkrečių baltymų lygis pasikeitė visų trijų pacientų 

ląstelėse, taip pat nustatėme su metabolizmu, apoptoze, ląstelės ciklu 

susijusių baltymų lygio pokyčius (4 publikacija, 3 pav.). Pavyzdžiui, po 

ląstelių poveikių nustatyta sumažėjusi 14-3-3 baltymų YWHAB, YWHAE, 

YWHAZ raiška. Šie baltymai dalyvauja ląstelių proliferacijos, epitelinės-

mezenchiminės tranzicijos ir ląstelių migracijos procesuose (Wu et al., 

2015). Jie laikomi galimais taikiniais gydant kepenų karcinomos, krūties ir 

kitų tipų vėžinius susirgimus (Wu et al., 2015; Zhu et al., 2018). 

Kalmodulino (CALM), katepsino D (CDSD) ir α-tubulino baltymų lygis po 

poveikio taip pat sumažėjo. Kalmodulinas dalyvauja signaliniuose keliuose, 

susijusiuose su proliferacija ir diferenciacija. Yra parodyta, kad kalmodulino 

antagonistai sukelia įvairių tipų vėžinių ląstelių apoptozę (Yuan et al., 2015). 

Katepsinas D yra apoptozės kelių reguliatorius; mokslininkai kuria katepsino 

D slopiklius krūties vėžio gydymui (Anantaraju et al., 2016). Taip pat yra 

sėkmingų priešvėžinių preparatų, kurie suardo mikrovamzdelius ir taip 

sustabdo ląstelės ciklą bei sukelia apoptozę (Bates ir Eastman, 2017). Taigi 

ŪML ląsteles paveikus oksidacinio fosforilinimo slopiklio metformino, 

citarabino ir venetoclax kombinacija nustatyti proteomo pokyčiai gydymui 

atsparių ŪML pacientų leukeminėse ląstelėse gali būti naudingi mieloidinės 

leukemijos gydyme. 

 

4. Apibendrinimas 

Šiame darbe tyrėme epigenetinių ir metabolinių moduliatorių poveikį 

mieloidinės leukemijos ląstelių molekuliniams procesams in vitro (ląstelių 

linijų tyrimai) ir ex vivo (pacientų leukeminių ląstelių tyrimai). Įvertinome 

epigenetinių modifikatorių EGCG (natūralaus plačiu veikimu pasižyminčio 

agento) ir BIX-01294 (sintetinio EHMT2/G9A histonų metiltransferazės 

slopiklio) kaip monoterapinių agentų poveikį ūminės promielocitinės 

leukemijos ir lėtinės mieloidinės leukemijos ląstelėms in vitro. Parodėme, 

kad abu šie agentai sėkmingai slopino mieloidinės leukemijos ląstelių 

proliferaciją ir stabdė ląstelės ciklą – ŪPL ląstelės buvo jautresnės jų 

poveikiams nei LML ląstelės. Be to, EGCG ir BIX-01294 sukėlė ŪPL 

ląstelių apoptozę, tuo tarpu lėtinės mieloidinės leukemijos K562 ląstelės 
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išliko apoptozei atsparios. Nepaisant to, parodėme, kad EGCG galėtų būti 

naudingas mieloidinės leukemijos terapijoje kaip ląstelinį senėjimą 

sukeliantis agentas. Be to, jis sukelia su vėžio slopinimu susijusius histonų 

modifikacijų bei epigenetinių reguliatorių baltymų lygio pokyčius ŪPL 

ląstelėse (histono modifikacijų H3K9me2 ir H3K9me3 sumažėjimą, PRC2, 

HP1α, DNMT1, HDAC1/2 baltymų/genų raiškos sumažėjimą bei histonų 

modifikacijų H3K14Ac ir H4hiperAc persitvarkymą chromatine). BIX-

01294, nors nesukelia ląstelių senėjimo proceso, bet sukelia epigenetinių 

reguliatorių PRC2, Hp1α, DNMT1 baltymų lygio sumažėjimą tiek ŪPL, tiek 

LML ląstelėse. Taigi EGCG ir BIX-01294 galėtų būti naudingi vystant 

naujas mieloidinės leukemijos gydymo strategijas. 

Taip pat nustatėme, kad papildžius standartinę ŪPL terapiją (retinoinė 

rūgštis + idarubicinas) epigenetiniais moduliatoriais 3-deazaneplanocinu A 

(HMT slopikliu) bei belinostatu (HDAC slopikliu), sukeltas stipresnis 

leukeminių ląstelių atsakas in vitro ir ex vivo. Parodėme, kad buvo sukeltas 

chromatino persitvarkymas, susijęs su sustiprėjusia transkripcija, kas gali 

sąlygoti leukemijos gydymui svarbių genų raiškos padidėjimą. Stipresnis 

ŪPL ląstelių atsakas į epigenetiniais agentais praturtintą terapiją pasireiškė 

labiau nuslopinta ląstelių proliferacija, stipriau indukuota apoptoze, labiau 

nuslopintu metaboliniu aktyvumu bei paspartinta granulocitine 

diferenciacija. Taip pat parodėme, kad skirtingi eksperimentiniai modeliai – 

NB4 ir HL60 ląstelių linijos (in vitro) bei ŪPL paciento leukeminės ląstelės 

(ex vivo) – pasižymi panašiu jautrumu epigenetiniais agentais praturtintam 

poveikiui. 

Ištyrę metabolinių moduliatorių metformino ir atovakvono poveikį 

gydymui atsparių ŪML pacientų ląstelėms, nustatėme, kad mūsų tyrime 

metforminas efektyviau slopino ląstelių oksidacinį fosforilinimą nei 

atovakvonas. Atlikę proteomo analizę, parodėme kad metforminas 

moduliavo metaboliniuose keliuose dalyvaujančių baltymų lygį. Metformino 

kombinacija su citarabinu ir venetoclax sustiprino šį poveikį, tačiau turėjo 

nežymią įtaką gydymui atsparių ŪML pacientų ląstelių proliferacijai. Taigi 

oksidacinio fosforilinimo slopinimas sukėlė su vėžinių procesų slopinimu 

susijusius molekulinius pokyčius, tačiau jie nebuvo pakankami 

chemoterapijai atsparių ŪML pacientų gydymui. Remiantis gautais 

rezultatais yra tikslinga vykdyti tolesnius tyrimus ieškant naujų efektyvių 

terapinių agentų kombinacijų. Pavyzdžiui, oksidacinio fosforilinimo 

slopikliai galėtų sinergistiškai veikti su glikolizės slopikliais. Tačiau 

glikolizės ir oksidacinio fosforilinimo slopinimo kombinavimas gali būti per 
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daug toksiškas organizmui (Weinberg ir Chandel, 2015).  Taip pat galimai 

efektyvus poveikis terapijai galėtų būti oksidacinio fosforilinimo slopiklių 

kombinacijos su epigenetiniais modifikatoriais. 

 

 
7 pav. Mieloidinės leukemijos ląstelių atsakas į tyrimuose naudotus poveikius. 

 

Apibendrinant, patikrinti cheminiai moduliatoriai ir jų kombinacijos yra 

efektyvios sukeliant priešvėžinius molekulinius pokyčius mieloidinės 

leukemijos ląstelėse. Tačiau dėl skirtingų pakitimų vėžinėse ląstelėse, 

kiekvienam pacientui reikalinga individualiai pritaikyta terapija. Gautų 

tyrimų rezultatus apibendrinanti schema pateikta 7-ame paveiksle. 
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IŠVADOS 

1. Plačiu veikimu pasižymintis žaliojoje arbatoje randamas polifenolis 

EGCG slopina ūminės promielocitinės leukemijos ir lėtinės mieloidinės 

leukemijos ląstelių proliferaciją, stabdo ląstelės ciklą G0/G1 fazėje, sukelia 

ląstelinį senėjimą; taip pat indukuoja ūminės promielocitinės leukemijos 

ląstelių apoptozę bei su vėžinių procesų slopinimu susijusius histonų 

modifikacijų ir epigenetinių reguliatorių lygio pokyčius (histono 

modifikacijų H3K9me2 ir H3K9me3 sumažėjimą, PRC2, HP1α, DNMT1, 

HDAC1/2 baltymų/genų raiškos sumažėjimą bei histonų modifikacijų 

H3K14Ac ir H4hiperAc persitvarkymą chromatine) in vitro. 

 

2. EHMT2/G9A histonų metiltransferazės slopiklis BIX-01294 stabdo 

proliferaciją bei ląstelės ciklą, sukelia su vėžinių procesų slopinimu susijusį 

epigenetinių reguliatorių PRC2, Hp1α, DNMT1 lygio sumažėjimą ūminės 

promielocitinės leukemijos ir lėtinės mieloidinės leukemijos ląstelėse bei 

indukuoja apoptozę ūminės promielocitinės leukemijos ląstelėse in vitro. 

 

3. Histonų metiltransferazių slopiklis 3-deazaneplanocinas A ir histonų 

deacetilazių slopiklis belinostatas sustiprina standartinės terapijos (retinoinės 

rūgšties ir idarubicino) poveikį ūminės promielocitinės leukemijos ląstelėms 

in vitro ir ex vivo: sukeldami chromatino persitvarkymą šie epigenetiniai 

moduliatoriai padeda nuslopinti ląstelių proliferaciją, stipriau indukuoti 

apoptozę bei paspartina granulocitinę diferenciaciją. 

 

4. Oksidacinio fosforilinimo slopiklis metforminas nei vienas, nei 

kombinacijoje su citozino analogu citarabinu bei apoptozės sukėlėju 

venetoclax neturi žymaus poveikio gydymui atsparių ūminės mieloidinės 

leukemijos pacientų ląstelių proliferacijai, tačiau jis sukelia metaboliniuose 

keliuose, apoptozėje, ląstelės cikle dalyvaujančių baltymų lygio pokyčius ex 

vivo, kurie gali būti naudingi taikant kombinuotą gydymą su kitais terapijos 

būdais. 
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SUMMARY 

Genetic and epigenetic alterations in hematopoietic cells cause blood 

cancer – leukemia. Leukemia could be divided into myeloid and lymphoid 

depending on the hematopoietic linage it targets. Also, leukemia can be 

acute (rapidly progressing) and chronic (slowly progressing) (Martinez-

Climent et al., 2006). In this study, we concentrated on myeloid leukemia, 

which is a very heterogeneous disease (Estey, 2016). It occurs mainly in 

adult patients and its incidence increases with age (Tamamyan et al., 2017). 

Acute promyelocytic leukemia is a subgroup of acute myeloid leukemia 

commonly characterized by chromosomal translocation t(15;17)(q22;q21). 

This translocation generates the fusion protein PML-RARα, which blocks 

promyelocyte differentiation into granulocytes (Kakizuka et al., 1991; 

Masetti et al., 2012). Chronic myeloid leukemia possess another 

translocation t(9;22)(q34;q11), which is called Philadelphia chromosome. It 

results in a constitutively active BCR-ABL tyrosine kinase (Sawyers, 1999). 

These two types of myeloid leukemia are quite successfully treated 

nowadays: retinoic acid targets PML-RARα (Wang et al., 2016), imatinib 

and other tyrosine kinase inhibitors target BCR-ABL (Baccarani et al., 

2013). However, a part of patients develop resistance to the treatment or 

relapse (Loscocco et al., 2019; Lou et al., 2015; Tomita et al., 2013). 

Meanwhile, acute myeloid leukemia patients possess various different 

genetic aberrations, thus chemotherapy (not specific to target) is a standard 

approach for its treatment (Arber et al., 2016). Only less than half of younger 

than 60 year-old adults and only approximately 10 % of older patients are 

successfully cured (Dohner et al., 2015).  

Thus, it is necessary to develop new approaches for the treatment of these 

myeloid leukemia types. Since genetic aberrations cooperate with epigenetic 

changes, epigenetic therapy might be an important and powerful cancer 

treatment approach (Ahuja et al., 2016). Also, it was demonstrated that 

chemotherapy-resistant acute myeloid leukemia cells have upregulated 

oxidative phosphorylation (Farge et al., 2017). 

The aim of this study was to elucidate molecular mechanisms in human 

myeloid leukemia cells using epigenetic and metabolic regulators. 

Main tasks: 

1. To evaluate the ability of natural bioactive agent EGCG to cause 

epigenetic changes, cell cycle arrest, apoptosis and cellular senescence in 

acute promyelocytic leukemia and chronic myeloid leukemia cells. 
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2. To determine epigenetic changes caused by EHMT2/G9A histone 

methyltransferase synthetic inhibitor BIX-01294 and its impact on the 

destiny of acute promyelocytic leukemia and chronic myeloid leukemia 

cells. 

3. To investigate the potential of histone deacetylase and histone 

methyltransferase inhibitors to enhance standard acute promyelocytic 

leukemia therapy. 

4. To evaluate therapy-resistant acute myeloid leukemia patients’ cell 

metabolic activity, proliferation and proteome changes after cell treatment 

with oxidative phosphorylation inhibitors. 

 

First, we evaluated the effect of epigenetic modifiers EGCG 

(epigallocatechin-3-gallate) and BIX-01294 (1-benzylpiperidin-4-yl)-6,7-

dimethoxi-2-(4-methyl-1,4-diazepan-1-yl)quinazolin-4-amine) on acute 

promyelocytic leukemia and chronic myeloid leukemia cells. EGCG is the 

most abundant bioactive polyphenol in green tea (Camellia sinensis). 

Among many of its known activities, EGCG has also been shown to act as 

an epigenetic modifier: it features DNA methyltransferase (DNMT) and 

histone deacetylase (HDAC) inhibitory activities (Khan et al., 2015). BIX-

01294 is a synthetic inhibitor of EHMT2/G9A histone methyltransferase, 

which catalyzes the dimethylation of H3K9 (Kubicek et al., 2007).  

We evaluated the effect of EGCG on acute promyelocytic leukemia cell 

lines NB4, HL60 and chronic myeloid leukemia cell line K562, whereas 

BIX-01294 effect was tested on cell lines NB4 and K562. Cell proliferation 

and survival were determined by trypan blue exclusion test. In order to 

evaluate EGCG and BIX-01294 effect on cell cycle progression, we 

examined gene expression changes of cell cycle inhibitors p21, p27, PCAF, 

Rb and activator CCNA2 by RT-qPCR (reverse transcription-quantitative 

polymerase chain reaction) and we performed standard propidium iodide 

method. Both tested agents impaired myeloid leukemia cell proliferation and 

arrested cell cycle at phase G0/G1 – acute promyelocytic leukemia cells 

showed higher sensitivity (publications 1 and 2). Moreover, EGCG and BIX-

01294 induced apoptosis in acute promyelocytic leukemia cells as 

determined by Annexin V / propidium iodide test. K562 cells remained 

apoptosis resistant (publication 2).  

We also demonstrated that EGCG induced cellular senescence in both 

acute promyelocytic leukemia and chronic myeloid leukemia cells: not only 

arrested cell cycle, but also caused up-regulation of ATM and HMGA2, 
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phosphorylation of ATM and elevated number of senescence associated β-

galactosidase positive cells. Meanwhile, BIX-01294 did not demonstrate this 

effect (although it caused cell cycle arrest and up-regulation of HMGA2, but 

neither up-regulation nor phosphorylation of ATM was extensive and it had 

no effect on senescence associated β-galactosidase positive cell staining) 

(publication 2). Moreover, both tested epigenetic modifiers caused 

chromatin remodeling. As determined by RT-qPCR and Western blot, 

EGCG caused anti-cancerous epigenetic changes in acute promyelocytic 

leukemia cells: reduced levels of histone modifications H3K9me2 and 

H3K9me3, down-regulated protein/gene expression of PRC2, HP1α, 

DNMT1 and HDAC1/2. In addition, using ChIP-qPCR (chromatin 

immunoprecipitation-qPCR) method, we revealed rearrangement of histone 

modifications H3K14Ac and H4hyperAc throughout chromatin after NB4 

cell treatment with EGCG (enhanced binding to the promoter regions of cell 

cycle and differentiation related genes p27, PCAF, CEBPA, CEBPE and 

reduced binding to the promoters of PRC2 components) (publications 1 and 

2). BIX-01294 caused epigenetic changes (reduced PRC2, Hp1α, DNMT1 

protein levels) in both acute promielocytic leukemia and chronic myeloid 

leukemia cells (publication 2). Thus, both EGCG and BIX-01294 might be 

useful for the development of new myeloid leukemia treatment strategies. 

 

At the next stage of the study, we evaluated 3-deazaneplanocin A 

(histone methyltransferase inhibitor) and belinostat (histone deacetylase 

inhibitor) potential to enhance conventional acute promyelocytic leukemia 

treatment (retinoic acid + idarubicin). As mentioned above, acute 

promyelocytic leukemia is characterized by PML-RARα protein (Kakizuka 

et al., 1991). This protein binds to DNA, multimerizes, recruits various other 

proteins and forms a large protein complex. Among recruited complex 

proteins, there are various chromatin regulators such as histone deacetylases, 

histone methyltransferases, DNA methyltransferases and Polycomb 

repressive complexes (PRC1 and PRC2) (Arteaga et al., 2015). Thus, 

combined therapy that targets not only PML-RARα protein but also other 

abnormal complex components (for example histone methyltransferases and 

histone deacetylases) could potentially enhance the effect of standard 

therapy. Histone deacetylase inhibitor belinostat is already approved by 

Food and Drug Administration (FDA) for relapsed or refractory peripheral 

T-cell lymphoma treatment (O’Connor et al., 2015). 3-Deazaneplanocin A is 

an inhibitor of S-adenosyl-L-methionine dependent histone 
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methyltransferases, including EZH2. Preclinical studies demonstrated that it 

inhibited cell proliferation and caused apoptosis in various cancer types 

(Gaudichon et al., 2014; Shen et al., 2015).  

We used the combination of belinostat, 3-deazaneplanocin A, retinoic 

acid and idarubicin for the treatment of NB4 cell line, HL60 cell line and 

white mononuclear cells from PML-RARA translocation-possessing patient’s 

bone marrow. Combined treatment had higher effect on cell proliferation 

inhibition and on apoptosis induction. In addition, oxidative phosphorylation 

rate and glycolysis rate were reduced at higher extent as measured using 

Agilent Seahorse XF Extracellular Flux Analyzer. Nitro blue tetrazolium test 

revealed that enhanced treatment accelerated granulocytic differentiation of 

patient’s promyelocytes. Western blot results demonstrated significantly 

increased acetylation of histones H3K14 and H4 after the treatment 

(publication 3). Such chromatin remodeling is associated with chromatin 

relaxation and enhanced transcription, thus, it might upregulate genes 

important for leukemia treatment. Taken together, we demonstrated that 3-

deazaneplanocin A and belinostat enhanced conventional treatment (retinoic 

acid + idarubicin) for acute promyelocytic leukemia in vitro (in cell lines) 

and ex vivo (in patient’s blasts). 

 

We also examined the effect of metabolism modulators on acute myeloid 

leukemia cells. It was demonstrated recently that chemoresistant acute 

myeloid leukemia cells have a higher level of oxidative phosphorylation 

(Farge et al., 2017). Thus, we aimed to evaluate the effect of oxidative 

phosphorylation inhibitors metformin and atovaquone on therapy-resistant 

acute myeloid leukemia patients’ cells. Metformin is a widely used 

antidiabetic drug, which was reported to have anti-cancerous activities; it 

inhibits mitochondrial complex I in electron transfer chain (Wheaton et al., 

2014). Antimalarial drug atovaquone acts as an analogue of ubiquinone; 

thus, it inhibits the activity of mitochondrial complex III. It was also 

demonstrated to have anti-cancerous properties (Fiorillo et al., 2016). 

We obtained peripheral blood samples from therapy-resistant acute 

myeloid leukemia patients and from healthy donors and evaluated metabolic 

activity of purified mononuclear cells using Agilent Seahorse XF 

Extracellular Flux Analyzer. The results demonstrated that leukemic cells 

from different therapy-resistant acute myeloid leukemia patients possess 

different metabolic states. Selected different metabolic state possessing cell 

samples were treated with metformin, atovaquone and with their various 
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combinations with cytarabine (chemotherapeutic agent; cytosine analogue) 

and venetoclax (BCL-2 inhibitor and, thus, apoptosis inductor). We 

demonstrated that metformin decreased oxidative phosphorylation in all 

tested patients’ cell samples; co-treatment with cytarabine and venetoclax 

slightly increased the effect. Meanwhile, atovaquone did not have a marked 

effect in our experiments (publication 4).  

After the treatment with metformin and its combination with cytarabine 

and venetoclax, we evaluated cell proliferation and analyzed gene expression 

of cell cycle inhibitors p53, p21, Rb and cell cycle activator CCNA2. Cell 

treatment had only a slight effect on cell proliferation and on cell cycle 

related gene expression. Slightly stronger effect on cell proliferation 

inhibition was determined after the treatment with the combination of 

metformin, cytarabine, and venetoclax. Moreover, a slightly higher effect on 

cell proliferation and cell cycle regulation was demonstrated in the cells with 

higher initial oxidative phosphorylation rate. However, differences among 

the cells with different oxidative phosphorylation are not statistically 

significant; thus, broader studies are required. Proteome analysis by liquid 

chromatography–mass spectrometry demonstrated that chemoresistant acute 

myeloid leukemia cell treatment with metformin modulated metabolic 

pathways; its combination with cytarabine and venetoclax boosted the effect 

(publication 4). Thus, we suggest that oxidative phosphorylation inhibition is 

not sufficient for therapy-resistant acute myeloid leukemia treatment; 

however, it causes anti-cancerous changes that might have an important 

additive role in combinatory treatment. For example, oxidative 

phosphorylation inhibitors could be combined with epigenetic modulators. 

Taken together, all our tested chemical agents and their combinations 

effectively cause anti-cancerous molecular changes in myeloid leukemia 

cells. However, different genetic and epigenetic abnormalities require 

different treatment approaches; thus, every patient requires precise therapy. 

 

Conclusions: 

1. Bioactive green tea polyphenol EGCG inhibits acute promyelocytic 

leukemia and chronic myeloid leukemia cell proliferation, arrests cell cycle 

at phase G0/G1, causes cellular senescence. In addition, it induces acute 

promyelocytic leukemia cell apoptosis and causes anti-cancerouschanges of 

histone modifications’ and epigenetic regulators’ levels (reduced levels of 

histone modifications H3K9me2 and H3K9me3, down-regulated 
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protein/gene expression of PRC2, HP1α, DNMT1, HDAC and 

rearrangement of histone modifications H3K14Ac and H4hiperAc) in vitro. 

2. EHMT2/G9A histone methyltransferase inhibitor BIX-01294 impairs 

cell proliferation, arrests cell cycle, causes anti-cancerous down-regulation 

of epigenetic regulators PRC2, Hp1α, DNMT1 in acute promyelocytic 

leukemia and in chronic myeloid leukemia cells and it induces apoptosis in 

acute promyelocytic leukemia cells in vitro. 

3. Histone methyltransferase inhibitor 3-deazaneplanocin A and histone 

deacetylase inhibitor belinostat enhances conventional treatment (retinoic 

acid + idarubicin) for acute promyelocytic leukemia in vitro and ex vivo: 

they caused chromatin remodeling and enhanced the ability of standard 

therapy to inhibit cell proliferation, induce apoptosis and cause granulocytic 

differentiation. 

4. Oxidative phosphorylation inhibitor metformin either alone or in 

combination with cytosine analogue cytarabine and apoptosis inducer 

venetoclax has only slight effect on therapy-resistant acute myeloid leukemia 

patients’ cell proliferation inhibition ex vivo. However, such treatment 

modulates expression levels of proteins taking part in metabolic, apoptotic 

and cell cycle related pathways, which might be useful in combinations with 

other therapeutics. 
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