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IVADAS

Lasteliy atsparumas chemoterapiniams preparatams sumazina
terapijos efektyvuma ir iSlieka viena 1§ didziausiy kliticiy
atsinaujinanciy véziniy naviky gydymo procese. Navikiniy lasteliy
atsparumas gali biiti jgimtas arba jgytas. Jgimto atsparumo atveju
lastelés pasizymi jau egzistuojanciu atsparumg lemianciu fenotipu,
kuris paveria chemoterapija neveiksminga. Igytas atsparumas
iSsivysto dél tam tikry adaptyviy pokyciy lastelése terapijos metu ar
navikiniy lasteliy heterogeniskumo ir po to vykstancios atrankos
vaistu leidzianCios iSgyventi ir proliferuoti atspariy lasteliy
populiacijai. Abiem atvejais molekuliniy mechanizmy bei biologiniy
procesy, lemianciy atsparuma, iSaiSkinimas gali palengvinti tinkamos
ir efektyvios terapijos parinkimg. Taip pat terapijos nukreipimas |
kritinius atsparumo palaikymo procese dalyvaujanéius baltymus ar
signalinius  kelius gali buti veiksminga individualizuotos
kombinacinés taikiniy terapijos strategija.

Naujausi Igsteliy atsparumo prie§véziniams preparatams tyrimai
vis dazniau iSrySkina vézio kamieniniy lgsteliy, navikiniy lasteliy
heterogenisSkumo ir plastiSkumo svarbg atsparumo iSsivystymo
procese. Sie procesai daznai siejami su lasteliy atsako j genotoksinj
stresa pokyciais, iSgyvenamuma ar lasteliy ziitj skatinanc¢iy signaliniy
keliy modifikacijomis ar lgsteliy ziitj regulivojanéiy baltymy
neveiklumu dél jvykusiy mutacijy, baltymy aktyvumo ar raiSkos
pokyc¢iy. Klinikinéje praktikoje dazniausiai atlickama onkogeny ir
vézio supresoriniy baltymy mutageniné analizé daznai yra
nepakankama navikiniy lasteliy atsparumo numatymui, nes
neskiriama pakankamai démesio baltymy raiskos pokyc¢iy, signaliniy
keliy reguliacijos analizei.

Didelio pajégumo globalios proteomos, aktyviy kinaziy ir
baltymy fosforilinimo analizé leidzia jvertinti atsparumo jgijimo
procese pakitusius molekulinius mechanizmus bei biologinius
procesus.  Siy  mechanizmy  reguliavimas  vaistais  arba

6



komplementariy biologiniy procesy slopinimas gali padéti iSvengti
atsparumo ir iSnaikinti atspariy lasteliy populiacijg taip padidinant
terapijos efektyvumg bei s¢kmingo gydymo tikimybe. Taip pat,
i$siaiSkinus atspariy lasteliy Zymenis, galima tokias lasteles
vizualizuoti  panaudojant konfokaling mikroskopija ir taip
identifikuoti terapija toleruojanciy lasteliy populiacija, kuri jprastai
btina uzgozta dominuojancios navikiniy lasteliy populiacijos. Abi
Sios strategijos gali palengvinti didesniu plastiSkumu pasizyminciy
navika inicijuojanciy lasteliy identifikavimg ir iSnaikinima, kuris
sumazinty naviko atsinaujinimo ar metastazavimo tikimybe.

Siame darbe buvo tiriami du skirtingy véZiniy susirgimy tipai,
kurie pasizymi pakankamai dideliu daznumu, agresyvumu ir auksta
atsparumo iSsivystymo tikimybe. Trigubai neigiamo krities véZio
modeline sistema buvo pasirinkta MDA-MB-231 lasteliy linija, o
kolorektalinio vézio modeliu buvo pasirinktos HCT116 lastelés.

Sio darbo tikslas buvo i3aiskinti atsparuma lemian&ius
molekulinius mechanizmus ir biologinius procesus pasinaudojant
didelio pajégumo globalios proteomos, aktyviy kinaziy bei baltymy
fosforilinimo analizémis. Taip pat patvirtinti rastus poky¢ius baltymy
vizualizavimo bei genetinio manipuliavimo metodais.

Siam tikslui pasiekti buvo i§kelti uZdaviniai:

* Atlikti téviniy ir atspariy lasteliy diferencinés aktyviy kinaziy
bei baltymy fosforilinimo duomeny jungting analize ir patvirtinti
rastus poky¢ius Kitais metodais.

* Istirti c-KIT-AKT-mTOR signalinio kelio aktyvacijos svarba
RH1 preparatui atsparios lgsteliy populiacijos i§sivystymo procese.

* Identifikuoti baltymy poky¢ius 5-fluorouracilui atsparioje
HCT116 Iasteliy linijoje pasinaudojus globalios diferencinés
proteominés analizés duomenimis bei jvertinti DNR paZaidy mastg
po vaisto poveikio.

* [$siaiSkinti atsparumo oksaliplatinai i$sivystymo mechanizmus
sujungiant miRNomikos ir proteomikos duomenis bei istirti tarpinio



epitelinio-mezenchiminio fenotipo reikSme¢ atsparumo vystymosi
procese.

 Patvirtinti vézio supresorinio baltymo p53 mutacijy svarba
atsparumui oksaliplatinai bei panaudoti CRISPR/Cas9 sistema
iSveiklinto p53 baltymo lasteliy linijas oksaliplatinos veikimo
mechanizmo tyrimui.

MOKSLINIS NAUJUMAS IR PRAKTINE VERTE

Siame darbe tirti atsparumo mechanizmai panaudojant du
skirtingus vézio tipus reprezentuojancias lasteliy linijas bei skirtingy
veikimo mechanizmy vaistus. Pirmuoju atveju parodéme, kad
eksperimentiniai prieSvéziniai preparatai specifiSkai nutaikyti |
vézines lasteles gali pasizyméti alternatyviu citotoksiniu veikimo
mechanizmu ir taip sukelti pasalinius poveikius. Taip pat parodéme
vézio kamieniniy lasteliy svarbg atsparumo iSsivystymo procese
panaudodami jungting aktyviy kinaziy bei baltymy fosforilinimo
analize. Sis naujas metodas suteiké mums galimybe detaliau
pazvelgti | lasteliy signaliniy keliy pokycius ir iSrySkino signalinius
kelius, atsakingus uz atspariy lasteliy kamieniSkumo palaikyma.
Remdamiesi Siais duomenimis pasiiiléme tik Siuo metu atsirandancia
kamieniSkumo i$sivystymo slopinimo ir chemoterapinio junginio
kombinacing  terapija, kuri  apsaugoty nuo  atsparumo
chemoterapiniam vaistui i$sivystymo.

Antruoju atveju parodéme galimybe nustatyti atspariy lasteliy
fenotipo pokycius, lemiancius atsparumo i$sivystyma, panaudojant
globalius miRNR ir proteomos tyrimo metodus. Sio tyrimo rezultatai
iSryskino lgsteliy atsparumg lemiantj tarpinj epitelinj-mezenchiminj
fenotipa, kuris naujausiy tyrimy duomenimis yra siejamas su
navikiniy lasteliy plastiSkumu. Navikiniy lgsteliy plastiSkumas yra
vienas 1§ svarbiy faktoriy pradiniuose atsparumo iSsivystymo
etapuose, kai randamos vaista toleruojancios lastelés, kurios
pasiZymi genetiniu nestabilumu lemianciu onkogeny ar vézZio
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supresoriniy geny mutacijas ir negriztamo atsparumo atsiradima.
Toks atsparumo iSsivystymo kelias yra tolimesniy tyrimy objektas ir
gali biiti pamatu efektyviam terapiniy junginiy parinkimui, paremtam
vaisto ir lasteliy plastiskumg slopinanéio junginio kombinacija. Si
strategija padidinty jprastai taikomos terapijos efektyvuma bei
s¢kmingo gydymo tikimybe.

GINAMIEJI TEIGINIAI

1. Kamieniniy lasteliy pozymiy turinCios lasteliy populiacijos
padidéjimas dél autokrininés c-KIT-AKT-mTOR signalinio kelio
aktyvacijos skatina atsparumo RHI1 preparatui i$sivystyma ir §io
proceso galima iSvengti kombinuojant RH1 poveikj su kamieniniy
lasteliy receptoriaus c-KIT inhibicija.

2. Globalios proteominés analizés btidu nustatyti baltymy raiskos
poky¢iai 5-fluoruracilui atsparioje lasteliy linijoje rodo pasikeitusj
vaisto metabolizma ir gali buti naudojami kaip S5-fluoruracilui
specifinio atsparumo mechanizmo prognostiniai Zymenys.

3. Atsparumas oksaliplatinai gali pasireiksti tarpiniu epiteliniu-
mezenchiminiu fenotipu, reguliuojamu su epiteliniu-mezenchiminiu
virsmu siejamais mMiRNR miR-23b bei transkripcijos veiksniu
SNAI2.

4. Mutaciné p53 baltymo biisena yra svarbus atsparumo
oksaliplatinos terapijai pozymis, nes transkripcijos veiksnio p53
aktyvuojami baltymai dalyvauja atsako ] vaista procesuose ir
inaktyvuojanCios §io vézio supresoriaus mutacijos pavercia
oksaliplatinos terapija neefektyvia.



1. MEDZIAGOS IR METODAI

Naudotos medZziagos ir metodai detaliai apraSyti disertacijoje ir
publikuotuose straipsniuose disertacijos tema.

Lasteliy auginimas, atsparumo ir gyvybingumo matavimai.

Lastelés augintos naudojant standartinj lgsteliy auginimo
protokola. Tyrimams naudotos zmogaus kriities adenokarcinomos
lasteles MDA-MB-231 (gautos 1§ ECACC) ir zmogaus
kolorektalinés karcinomos lastelés HCT116 (gautos i§ ATCC).

Atsparios lastelés selekcionuojamos pagal skirtingus protokolus.
MDA-MB-231 lastelés veikiamos eksperimentiniu preparatu RH1 2
valandy pulsais, po kuriy seka atsigavimo periodas. HCT116 lastelés
nuolat auginamos terpéje su nedidele vaisto koncentracija, ja
palaipsniui didinant (selekcija atlikta VU GMC BMI Biochemijos ir
molekulinés biologijos katedroje).

Lasteliy poveikiai atliekami siekiant atkartoti chemoterapinio
gydymo salygas. RH1 preparato atveju vykdomi 2 valandy pulsiniai
poveikiai, nes per tiek laiko preparatas yra pasalinamas i$ organizmo
[1]. 5-fluoruracilo ir oksaliplatinos atvejais vykdomi 48 valandy
poveikiai, nes tokia yra vieno chemoterapijos kurso trukmé pagal
FOLFOX protokola [2].

Lasteliy gyvybingumas matuojamas MTT testu, lastelés
membranos pralaiduma vertinanciu testu paremtu etidzio bromido ar
propidzio jodido patekimo j lastele nustatymu tékmés citometrijos
budu bei aktyvios kaspazés-3/7 nustatymu naudojant fluorescuojantj
detekcijos reagenta CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection
Reagent (Invitrogen).

Kiti lasteliy savybiy nustatymo metodai.
Lasteliy ciklo analizé vykdyta tékmés citometrijos btdu

matuojant DNR dazancio junginio, propidzio jodido, fluorescencijos
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intensyvumag fiksuotose, permeabilizuotose ir RNAze paveiktose
lastelése.

Sfery formavimo eksperimentai atlikti séjant lasteles agarozés
pagrindu paruoStoje matricoje ant neadhezinio pavirSiaus taip
apribojant lasteliy-lasteliy ir Iasteliy-pavirSiaus sgveikas.

Zaizdos gijimo eksperimentai atlikti lasteles séjant 90-100%
konfluencija ir padarant Zaizda. Zaizdos gijimas fiksuotas $viesiniu
mikroskopu kas 24 valandas.

Baltymuy vizualizacijos ir baltymy saveikos su DNR
nustatymo metodai.

Lasteliy lizatuose baltymai vizualizuojami imunobloto metodu
naudojant specifinius pirminius antikiinus bei fluorescuojancius
infraraudonoje Sviesoje arba spalvine reakcija vykdancius antrinius
antikiinus.

Baltymy saveikos su DNR tyrimai atlikti nusodinant baltymag
panaudojus biotilintus oligonukleotidus ir streptavidino agaroze kaip
kietaja fazg. Nusodinti baltymai vizualizuoti imunobloto metodu.

Pavienése lastelése  baltymai  vizualizuoti  konfokalinés
mikroskopijos btuidu naudojant specifinius pirminius antikiinus bei
fluorescuojancius antrinius antikinus. Lastelés ciklo S fazéje
nudazytos Click-iT™ EdU Alexa Fluor™ 488 Imaging Kit (Thermo
Scientific) rinkiniu pagal gamintojo instrukcijas.

Imunofluorescentiné analizé tékmés citometru buvo atlikta
naudojant fluorescuojant] FITC-konjuguota pirminj antikiing ir
FITC-konjuguotg IgG2b antikiing izotipinei kontrolei.

Genetinés lasteliy manipuliacijos.

Siekiant iSvesti lasteliy linija indukuojamai ekspresuojancig
baltyma buvo naudota trecios kartos lentivirusiné sistema. Viruso
gamybai panaudota HEK293T lasteliy linija transfekuota trijy
plazmidziy rinkiniu naudojant Lipofectamine 3000 reagenta (Thermo
Scientific) pagal gamintojo instrukcijas. PerneSama plazmidé
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koduoja indukuojamo baltymo geng ir rtTA-Advanced indukcijos
sistemos komponentus. Viruso prisotinta terpé nuo virusg
produkuojanéiy lgsteliy perkelta ant taikinio Igsteliy ir atlikta
selekcija su selekcijos antibiotiku.

RNR interferencijos tyrimams naudota ta pati viruso produkcijos
metodika kaip pernesamg plazmid¢ naudojant shRNR koduojancia
seka, nukreipta i norima baltyma.

Baltymo geno isveiklinimo tyrimams naudojant CRISPR/Cas9
sistemg naudota Cas9 baltymo geng ir giding RNR koduojanti
plazmidé. Lastelés, pasisavinusios plazmide, atrenkamos trumpos
selekcijos metu ir i§séjamos po vieng serijinio skiedimo budu.
Uzauginti klonai tikrinami ir 15 klony neekspresuojanciy tiriamo
baltymo sujungti suformuojant lIgsteliy linija.

RNR gryninimas, mRNR kiekio nustatymas ir miRNR
tyrimai.

MRNR kiekio nustatymui RNR isskirta i$ Igsteliy lizaty naudojant
RNR skyrimo rinkinj GeneJET RNA Purification Kit (Thermo
FisherThermoFisher Scientific) pagal gamintojo instrukcijas.
Komplementari DNR susintetinta panaudojant RevertAid RT Kit
(Thermo FisherThermoFisher Scientific) rinkinj. Realaus laiko
kiekybin¢ PGR atlikta naudojant 2x KAPA SYBR FAST qPCR
Master Mix (KAPA Biosystems) reagenta. mRNR poky¢iai vertinti
AACt metodu [3].

MiRNR sekvenavimas ir miRNR pokyciy validavimas atliktas
VU GMC BTI DNR modifikacijos tyrimy skyriaus G.Vilkaicio
MiRTar, MiRanda, PicTar2, MiRMap, miRTarget3, TargetScan7 ir
eksperimentine miRTARbase duomeny bazémis.

Proteominiai tyrimai ir masiy spektrometrija.
Globalios  proteomos  nustatymui  lastelés  lizuojamos,
sonikuojamos ir Igsteliy nuolauzos pasalinamos centrifuguojant.
12



Masiy spektrometrijai baltymy peptidai ruoSiami vadovaujantis
FASP protokolu [4].

Aktyviy kinaziy nustatymui naudojamos su inhibitoriais
konjuguotos MIB dalelés gautos i§ dr. Lee M. Graves laboratorijos
(Department of Pharmacology, the University of North Carolina at
Chapel Hill). Sios dalelés nusodina aktyvias kinazes ir su jomis
saveikaujancius baltymus i lasteliy lizato.

Baltymy  fosforilinimo  tyrimui  lgsteliy  lizatas  yra
frackcionuojamas chromatografijos biuidu ir kiekviena frakcija yra
praturtinama fosfopeptidais naudojant Titanium dioxide (TiOy)
Phosphopeptide Enrichment Kit (Thermo Scientific) rinkinj pagal
gamintojo instrukcijas.

Funkciné rezultaty analizé atlikta naudojant Cytoscape [5]
programing jrangg su ClueGO [6] ir CluePedia [7] papildiniais.
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2. REZULTATAIIR JU APTARIMAS

2.1. RH1 atspariy kriities vézio lasteliy tyrimai

RH1 atsparios MDA-MB-231 lastelés (zymimos MDA-R) buvo
gautos selekcionuojant tévines MDA-MB-231 lasteles (Zymimos
MDA-P)  veikiant Igsteles RHI1 preparatu didéjanCiomis
koncentracijomis 15 cikly. Gautos lastelés pasizyméjo 14 Kkarty
didesniu atsparumu RH1 wvaistui bei buvo atsparesnés RHI1

Ankstesni RH1 atspariy Igsteliy tyrimai atlikti maisy laboratorijoje
parodé, kad MDA-MB-231 lastelés nepasizymi dviejy pagrindiniy
RH1 aktyvuojanciy fermenty NQO1 ir NQO2 aktyvumu, todél RH1
veikia kitu mechanizmu nei jprasta. RH1 preparatas sukurtas
remiantis teorija, kad vézinés lastelés turi aukStesnj oksidacinj-
redukcinj potenciala ir dél to aktyviau metabolizuoja RHI1
paversdamos ji i aktyvig forma, gebancig sukelti DNR pazaidas.
Kadangi miisy tiriamose lastelése oksidacinis-redukcinis potencialas
néra labiau iSreikStas, manome, kad RHI citotoksinis poveikis
pasireiskia dél kity mechanizmy bei lgsteliy atsparumas yra nulemtas
su oksidaciniu-redukciniu potencialu nesusijusiy biologiniy procesy.
Si hipotezé patikrinta atliekant diferencinius aktyviy kinaziy ir
baltymy fosforilinimo tyrimus.

Atlikus téviniy ir atspariy lasteliy diferencinés aktyviy kinaziy bei
baltymy fosforilinimo duomeny jungting analize, parodéme, kad
atspariose lastelése yra stipriau aktyvuojamas c-KIT-AKT-mTOR
signalinis kelias (1 pav.).
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1 pav. Labiausiai iSreiksti signaliniai keliai pagal jungting téviniy ir atspariy
lasteliy diferencing aktyviy kinaziy bei baltymy fosforilinimo duomeny analizg.
Raudonai pazyméti baltymai, kuriy kiekis padidéj¢s pagal aktyviy kinaziy tyrimo
duomenis, mélynai — sumazéjes. Raudonai pazyméty baltymy fosforilinimo viety
kiekis yra padidéjes, mélynai — sumazéjes. AKT ir JNK fosforilinimo vietos
patvirtintos imunobloto metodu. Nenuspalvinti baltymai neidentifikuoti arba
nepakite.

C-KIT-AKT-mTOR signalinio kelio aktyvacijos svarba atspariy
lasteliy gyvybingumui buvo patvirtinta atlikus kombinatoring
inhibitoring analize. Sios analizés rezultatai parodé, kad vienu metu
slopinant c-KIT receptoriaus aktyvacija bei AKT-mTOR signalinio
kelio Saka stebimas didesnis lasteliy jsijautrinimas ir gyvybingumo
sumazéjimas nei naudojant kiekvieng i§ inhibitoriy atskirai (2 pav.).
Palyginimui, tokio pat efekto nematome naudodami kitos
receptorinés tirozino kinazés c-MET inhibitoriy, nors Sios kinazeés
padidéjus] aktyvumg taip pat rodo aktyviy kinaziy proteominio
tyrimo duomenys.
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2 pav. Kombinatoriné inhibitoriné c-KIT-AKT-mTOR signalinio kelio analizé
patvirtino Sio kelio aktyvacijos svarba gyvybingumui. A. C-KIT-AKT-mTOR
signalinio kelio schema. Raudonai pazyméti inhibitoriai naudoti kombinatorinei
inhibitorinei analizei. B. Lasteliy gyvybingumas po kombinuoto 48 valandy
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poveikio inhibitoriais. Lasteliy gyvybingumas jvertintas MTT testu 96 valandos po
poveikio pradzios. Duomenys pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis,
statistiskai patikimas pokytis tarp lasteliy linijy: # p < 0.05, ## p < 0.01, statistiskai
patikimas vaisto poveikis gyvybingumui: * p < 0.05, ** p < 0.01, ANOVA Post-Hoc
sgveiky analizé, n = 3.

Kadangi c-KIT receptorius yra siejamas su lasteliy
kamieniSkumu,  kuris daznai lemia  Igsteliy  atsparuma
chemoterapiniams  preparatams [8], nusprendéme patikrinti
kamieninéms lasteléms biidingy Zymeny raiska tévinése ir atspariose
lastelése. Gauti rezultatai parodé, kad atsparios lastelés pasizymi
CD44+/CD24- fenotipu, kuris kriities véZio atveju daznai siejamas su
navikiniy Igsteliy agresyvumu ir naujo naviko iniciavimo potencialu
[9]. CD44 Zymuo buvo pasirinktas kamieniskumu pasizymincios
populiacijos identifikavimui tolimesniems tyrimams.

Kamieniniy lasteliy augimo veiksnys SCF, vienintelis c-KIT
receptoriaus ligandas, dalyvauja kamieniniy lasteliy gyvybingumo,
augimo palaikymo ir reguliavimo procesuose [10]. C-KIT
receptoriaus ir ligando raiskos lygis nustatytas realaus laiko
kiekybiniu PGR parodé, kad c-KIT receptoriaus raiskos lygis yra
nepakites atspariose lastelése, taciau ligando raiskos lygis yra pakiles
daugiau nei 3 Kkartus (3 pav. A). Sie duomenys kartu su aktyviy
kinaziy globalios analizés duomenimis rodo galimg autokrining c-
KIT receptoriaus stimuliacija.
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3 pav. C-KIT receptoriaus slopinimas stabdo kamieniskumo atsiradima téviniy
lasteliy populiacijoje ir sumazina atspariy lasteliy potencialg inicijuoti naviko
formavimasi. A. C-KIT receptoriaus ir jo ligando raiSkos lygio nustatymas.
Duomenys pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis, statistiSkai patikimas
pokytis: * p < 0.05, ** p < 0.01, ANOVA, n = 3. B. Trumpalaikés selekcijos
schema. C. CD44 pozityviy lasteliy populiacijos nustatymas tékmés citometrijos
btdu po trumpalaikés selekcijos. D. Naviko iniciavimo i§ pavieniy lasteliy tyrimas
naudojant sfery formavimo metoda. E. Sfery formavimo eksperimento duomeny
vertinimas. Duomenys pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis, statistiskai
patikimas pokytis: * p < 0.05, ** p <0.01, ANOVA, n =3.

Siekiant iSsiaiS$kinti c¢-KIT receptoriaus aktyvacijos svarba
atsparumo i$sivystymo procese, atlikome trumpalaikés selekcijos
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eksperimentg, kurio metu lastelés buvo veikiamos 2 valandy RH1
pulsais ir paliekamos atsigauti, ciklas kartotas 2 Kkartus, selekcija
truko 13 dieny (3 pav. B). Ta pati selekcijos schema taikyta poveikj
vaistu kombinuojant su c-KIT receptoriaus inhibicija. Gauti
rezultatai parodé, kad slopinant c-KIT receptoriaus aktyvacija
slopinamas CD44 pozityviy lasteliy atsiradimas tévinéje lasteliy
linijjoje (3 pav. C). Kadangi tos pacios tendencijos nematéme
atspariy lasteliy atveju, nusprendéme jvertinti, kokia jtaka lasteliy
kamieninéms savybéms palaikyti turi c-KIT receptoriaus aktyvacija.
Siam tikslui atliktas sfery formavimo eksperimentas apribojantis
lasteliy tarpusavio saveikas bei sgveikas su substratu bei parodantis
pavieniy lasteliy galimybes suformuoti navika, kas yra vienas
pagrindiniy véziniy kamieniniy lasteliy pozymiy. Gauti rezultatai
parodé, kad tokiomis salygomis atsparios lastelés geba suformuoti
daugiau sfery i$ pavieniy lasteliy (3 pav. D ir E). Taip pat atsparios
lastelés yra Zymiai jautresnés c-KIT receptoriaus slopinimui ir esant
terpéje c-KIT inhibitoriaus beveik visiSkai praranda potencialg
formuoti kolonijas. Papildoma Iasteliy stimuliacija c¢-KIT ligandu
SCF padidina atspariy, bet ne RH1 jautriy Igsteliy gebéjima formuoti
sferas, kas rodo kompleksing kamienisSkumo reguliacijg per c-KIT-
AKT-mTOR signalinj kelia.

Apibendrinus gautus rezultatus, jungtinés aktyviy kinaziy ir
baltymy fosforilinimo analizés metu i$ryskinti signaliniai keliai yra
svarblis atsparumo vystymosi procesuose. Ypatingai svarbi ¢-KIT-
AKT-mTOR signalinés atSakos aktyvacija, kuri lemia kamieniSkumo
pozymiy turinéiy lasteliy selekcijg, pasizyminc¢iy didesne tolerancija
vaistui. RH1 preparato kombinacija su lasteliy kamieni$kumag
lemian¢iy pozymiy slopinimu naudojant c-KIT signalinio kelio
inhibitoriy gali bati perspektyvi strategija efektyviai trigubai
neigiamo krities vézio terapijai (4 pav.).
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4 pav. Siiloma trigubai neigiamo kriities vézio MDA-MB-231 lasteliy
atsparumo RH1 preparatui i$sivystymo schema.

2.2. 5-fluoruracilui atspariy kolorektalinio vézio lgsteliy
tyrimai

5-fluoruracilui atsparios HCT116 lgstelés (zymimos HCT-FU)
buvo gautos selekcionuojant tévines HCT116 lasteles (zymimos
HCT-P) auginant Igsteles terpéje su vis didéjan¢iomis 5-fluoruracilo
koncentracijomis. Gautos lastelés pasizyméjo 7,5 karto didesniu
atsparumu  5-fluoruracilo poveikiui. Taip pat atsparios lastelés
pasizyméjo silpnesne kaspazés-3 aktyvacija po vaisto poveikio bei
kaspazés-3 slopinimas specifiniu inhibitoriumi reik§mingai sumazino
lasteliy zitj po vaisto poveikio, kas rodo konvencinj 5-fluoruracilo
citotoksiSkumo mechanizmag tiriamose Igstelése.

Globali diferenciné proteominé S-fluoruracilui atspariy Igsteliy
analizé parodé, kad Siose lastelése pakito nukleotidy metabolizmo
procese dalyvaujantys baltymai. Kadangi 5-fluoruracilas yra
antimetabolitas ir tam, kad atlikty savo citotoksing funkcijg lgsteléje
turi buti paverCiamas ] aktyvia formg fermenty, dalyvaujanciy
nukleotidy metabolizme [11], pakites Siy fermenty aktyvumas gali
lemti nepakankamg 5-fluoruracilo aktyvacija.
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5 pav. 5-fluoruracilui atsparios lastelés patiria maziau DNR pazaidy po 5-
fluoruracilo poveikio. A. Konfokalinés mikroskopijos vaizdai reprezentuojantys p53
(zalias kanalas) ir fosforilinto ATM baltymo (raudonas kanalas) kiekius Igsteléje.
Lastelés veiktos arba neveiktos 10 pM 5-fluoruracilo 24 valandas. B. p53 ir
fosforilinto p53 baltymo kiekio analizé pavienése lastelése iS konfokalinés
mikroskopijos vaizdy. C. Sitloma HCT116 lasteliy atsparumo 5-fluoruracilui
mechanizmo schema.

Siekdami patikrinti, ar 5-fluoruracilas yra metabolizuojamas iki
aktyviy junginiy bei sugeba sukelti DNR pazaidas lasteléje,
patikrinome keliy DNR pazaidy aktyvuojamy baltymy raiskg
lasteléje. Rezultatai parodé, kad paveikus tévines lasteles vaistu
padidéja vézio supresorinio baltymo p53 kiekis lgsteléje bei DNR
pazaidy jutiklio ATM baltymo fosforilinimas, rodantis jvykstancias
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DNR pazaidas. 5-fluoruracilui atspariy lasteliy atveju buvo stebimas
zymiai silpnesnis atsakas ] vaisto poveikj (5 pav. A). Ivertine p53
baltymo fosforilima, kuris lemia baltymo stabilumo padidéjimg ir
kaupimasi lasteléje, pasteb&jome tokia pacig tendencija (5 pav. B).
P53 baltymo fosforilinimas tiesiogiai koreliavo su baltymo kiekiu, o
kadangi S§io baltymo fosforilimas yra tiesiogiai susijgs su jo
transkripciniu aktyvumu [12], galime teigti, kad dél nepakankamos
p53 baltymo aktyvacijos nevyksta adekvatus atsakas | vaistg ir
stebimas Zymiai silpnesnis 5-fluoruracilo citotoksinis poveikis (5
pav. C).

2.3. Oksaliplatinai atspariy kolorektalinio vézio lasteliy
tyrimai

Oksaliplatinai atsparios HCT116 lgstelés (Zymimos HCT-Oxa)
buvo gautos selekcionuojant tévines HCT116 lgsteles (Zymimos
HCT-P) auginant lasteles terpéje su vis didéjanciomis oksaliplatinos
koncentracijomis. Gautos lastelés pasizymejo 15 karty didesniu
atsparumu oksaliplatinos poveikiui, o taip pat 4 kartus didesniu
atsparumu  5-fluoruracilui, kitam adjuvantinés FOLFOX terapijos
vaistui. Oksaliplatina nesukélé atspariy lgsteliy zities naudojant
vaisto koncentracijas letalias 50 % téviniy lasteliy. Jdomu tai, kad tik
labai nedidelé dalis Ziistanciy téviniy lasteliy pasizyméjo kaspazés-3
aktyvacija. Toks rezultatas gali rodyti alternatyviy, nuo kaspazés-3
nepriklausomy lastelés zaties mechanizmy aktyvacija po
oksaliplatinos poveikio.

Kadangi oksaliplatinai atspariy lgsteliy Ziitis nebuvo stebima po
vaisto poveikio, nutaréme patikrinti lgstelés ciklo pokycius. Tékmes
citometrijos rezultatai parodé, kad téviniy lgsteliy Zenkliai sumazéja
S ciklo fazgje ir padidéja G2/M ciklo stadijoje, taciau oksaliplatinai
atspariy lasteliy ciklo vaisto poveikis nekei¢ia (6 pav. A).
Konfokalinés mikroskopijos rezultatai parodé, kad po oksaliplatinos
poveikio beveik nelieka aktyviy DNR sintetinanciy téviniy lasteliy
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bei sumaze¢ja lgsteliy, kurios aktyviai juda lgstelés cikle (6 pav. B, C
ir D). Abu Sie poky¢iai nebuvo budingi oksaliplatinai atsparioms
lasteléms.

Tokie radikalis lastelés atsparumo pokyciai daznai rodo
negriztamus genetinius pokycius atspariose lastelése.

A were HCT-Oxa
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6 pav. Oksaliplatinai atsparios lastelés iSvengia sustojimo lastelés cikle po vaisto
poveikio. A. Lastelés ciklo nustatymas tékmés citometrijos budu. Lastelés veiktos
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arba neveiktos 10 uM oksaliplatinos 24 valandas. B Konfokalinés mikroskopijos
vaizdai reprezentuojantys S fazéje esancias CLICK reagentu dazytas (Zalias kanalas)
lastelés ir cikle judandias Ki67 baltyma ekspresuojancias (raudonas kanalas) lasteles.
Meélynai nudazyti lasteliy branduoliai. Lastelés veiktos arba neveiktos 10 ar 50 pM
oksaliplatinos 24 valandas. C. CLICK pozityviy lasteliy analiz¢ i§ konfokalinés
mikroskopijos vaizdy. Duomenys pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis,
statistiskai patikimas pokytis: * p < 0.05, ** p < 0.01, ANOVA, n = 3. D. Ki67
pozityviy lasteliy analizé i§ konfokalinés mikroskopijos vaizdy. Duomenys pateikti
kaip vidurkis + standartinis nuokrypis, statistiskai patikimas pokytis: * p < 0.05, **
p <0.01, ANOVA, n=3.

2.3.1.Epitelinio-mezenchiminio virsmo tyrimai oksaliplatinai atspariose
lastelése

Siekiant nustatyti oksaliplatinai atspariy lasteliy atsparumo
mechanizmus, buvo atlikta mazyjy RNR analizé, kuri parodé miR-
23b/27b/24-1 klasterio raiSkos padidéjimg. Kadangi miRNR gali
valdyti jvairius procesus lgsteléje, nutaréme atlikti miR-23b ir miR-
27b iSveiklinima oksaliplatinai atspariose lastelése ir nustatyti jy
itakg Igsteliy atsparumui. Lasteliy gyvybingumo tyrimai po miRNR
iSveiklinimo parodé, kad tik miR-23b raiSka turéjo reikSmingos
jtakos atsparumui oksaliplatinai. Tolimesni proteominiai Iasteliy
neekspresuojanéiy MiR-23b tyrimai parodé Sios miRNR reik§me su
epiteliniu-mezenchiminiu virsmu susijusiy procesy reguliavime.
Siekiant validuoti proteomikos rezultatus atlikome Iasteliy migracijos
ir epitelinio-mezenchiminio virsmo Zymeny analizes.

Pirma, jvertinome lasteliy migracijos potenciala panaudodami
7aizdos gijimo testa. Sis testas parodé, kad lastelés su isveiklinta
miR-23b  pasizyméjo  didZiausiu ~ migracijos  potencialu,
mezenchiminéms lasteléms budinga morfologija bei didziausia
mezenchiminiy lasteliy Zymeny raiska (7 pav.). Nepaisant labiausiai
iSreik§to mezenchiminio fenotipo miR-23b neekspresuojancios
lastelés pasiZzyméjo mazesniu atsparumu vaistui nei oksaliplatinai
atsparios lastelés. Kadangi oksaliplatinai atsparios lastelés
pasizym¢jo didZiausiu atsparumu bei hibridiniu epiteliniu-
mezenchiminiu fenotipu, padaréme iSvada, kad bitent toks fenotipas
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uztikrina didziausig lasteliy atsparumo iSsivystymo tikimybe (7 pav.
G).
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7 pav. MiR-23b dalyvauja epitelinio-mezenchiminio virsmo reguliacijos
procesuose. A. Sviesinés mikroskopijos vaizdai iliustruojantys Zaizdos gijimo
intensyvuma. B. Lasteliy migracijos j Zaizdos plotg jvertinimas i§ S$viesinés
mikroskopijos vaizdy. Duomenys pateikti kaip vidurkis = standartinis nuokrypis,
statistiskai patikimas pokytis: * p < 0.05, ** p < 0.01, ANOVA, n = 3. C. Lasteliy

25



morfologijos skirtumai uZfiksuoti $viesiniu mikroskopu. D. Konfokalinés
mikroskopijos vaizdai reprezentuojantys vimentino kiekj lastelése (zalias kanalas).
E. Vimentino kiekio jvertinimas i§ konfokalinés mikroskopijos vaizdy. Duomenys
pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis, statistiSkai patikimas pokytis: * p <
0.05, ** p < 0.01, ANOVA, n = 3. F. Epitelinio-mezenchiminio virsmo Zymeny
raiSkos vertinimas. Duomenys pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis,
statistiskai patikimas pokytis: * p < 0.05, ** p < 0.01, ANOVA, n = 3. G. MiR-23
ekspresuojanciy ir neekspresuojanciy lasteliy fenotipo ir atsparumo apibendrinanti
schema.

Kadangi lasteliy su i$veiklinta miR-23Db epitelinio-mezenchiminio
fenotipo tyrimai parodé vieno i§ §] procesa reguliuojanciy
transkripcijos veiksniy SNAI2 pokytj, nusprendéme patikrinti, kokia
itakg indukuojama SNAI2 ekspresija gali daryti lasteliy atsparumui.
Siam tikslui naudodami lentivirusinj indukuojamos raiskos vektoriy
indukavome SNAI2 baltymg tévinése lastelése. Indukuotas baltymas
pasizyméjo aktyvumu, nes slopino savo tiesioginio taikinio E-
kadherino raiskg bei pasizyméjo transkripcijos veiksniams biidinga
branduoline lokalizacija (8 pav. A ir B).

llgalaiké 7 ir 14 dieny indukcija parodé jvykstant] lasteliy
perprogramavima mezenchiSkumo kryptimi dél padidéjusios SNAI2
geno raiskos. SNAI2 transkripcijos represorius slopino CDH1 geno,
koduojancio E-kadhering, raiskg ir skatino VIM geno, koduojancio
vimenting, raiSka (8 pav. C). E-kadherino sumazéjimas bei vimentino
padidéjimas  siejami su Igsteliy mezenchiminio fenotipo
pasireiskimu, padidéjusia lgsteliy migracija bei invazyvumu [13].

Padidéjusi SNAI2 raiska taip pat padidino lasteliy atsparuma
oksaliplatinai, be to, Igsteliy atsparumo padidéjimas tiesiogiai
priklaus¢ nuo ekspresuojamo baltymo kiekio, kuris buvo keiciamas
naudojant skirtingas induktoriaus koncentracijas (8 pav. D). Idomu
tai, kad naujausi duomenys rodo, kad SNAI2 transkripcijos veiksnys
gali biti siejamas biitent su tarpinio epitelinio-mezenchiminio
fenotipo palaikymu [14]. Taip pat parodyta, kad tarpinio epitelinio-
mezenchiminio fenotipo lastelés daznai pasizymi vézio kamieninéms
lasteléms budingomis savybémis, tokiomis kaip padidéjes lasteliy
plastiskumas bei naviko iniciavimo potencialas [15].
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8 pav. SNAI2 transkripcijos veiksnys skatina mezenchiminio Igsteliy fenotipo
pasireiskimg bei atsparumo iSsivystyma. A. SNAI2 baltymo ir jo taikinio E-
kadherino kiekio analiz¢ po SNAI2 indukcijos skirtingomis induktoriaus
koncentracijomis. a-tubulinas naudotas kaip pavyzdZzio kiekio kontrolé.
B. Konfokalinés mikroskopijos vaizdai reprezentuojantys SNAI2 transkripcijos
veiksnio pasiskirstymg lastelése (Zalias kanalas). C. Epitelinio-mezenchiminio
virsmo zymeny raiSkos poky¢iy po SNAI2 indukcijos vertinimas. Duomenys
pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis, statistiSkai patikimas pokytis: * p <
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0.05, ** p < 0.01, ANOVA, n = 3. D. Lasteliy atsparumo oksaliplatinai po SNAI2
indukcijos vertinimas. Duomenys pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis,
statistiskai patikimas pokytis: * p < 0.05, ** p <0.01, ANOVA, n =3.

2.3.2. VéZzio supresorinio baltymo p53 reik§més atsparumui oksaliplatinai
vertinimas

Oksaliplatinai atspariy lgsteliy diferenciné proteominé analize
parodé vézio supresorinio baltymo p53 bei su juo transkripciSkai
susijusiy baltymy kiekio pakitimg atspariose lgstelése. [domu tai, kad
paties p53 baltymo kiekis buvo padidéjes, kas nebudinga atsparumo
vystymosi procesui nebent yra nustatoma Sio baltymo mutacija.
Kadangi ankstesni téviniy ir atspariy lasteliy atsako j vaista tyrimy
rezultatai parodé drastiSkg atsparumo skirtuma, kuris gal€jo atsirasti
dél atspariose lgstelése jvykusiy negriztamy genetiniy pokyciy,
nutaréme atlikti pS3 baltymo sekvenavima.

Sekvenavimo rezultatai parodé, kad p53 baltymas yra mutuotas
236 ir 255 pozicijose, kurios abi yra sgveikos su DNR domene (9
pav. A). P53 baltymo mutacijos yra labai daznos véZziniy susirgimy
atveju ir gali lemti greita baltymo suskaldyma dél nestabilios
struktliros arba paveikti baltymo saveikos su DNR stipruma [16].
Norédami patikrinti p53 baltymo stabilumg tévinése ir atspariose
oksaliplatinai ~ lastelése,  vizualizavome  baltymag  lasteléje
imunofluorescentinés ir imunobloto analizés budais po poveikio
vaistu. Gauti rezultatai parodé aukStesnj bazinj baltymo kiekj
atspariose lastelése, kas patvirtino globalios proteomikos rezultatus
(9 pav. B ir C). Taip pat pamatéme baltymo kiekio padidéjima
abiejose lasteliy linijose po oksaliplatinos poveikio.

Kadangi Sie rezultatai parodé, kad p53 pasiZzymi normaliu
stabilumu atspariose lastelése, nusprendéme patikrinti, ar mutuotas
p53 islaiké galimybe saveikauti su DNR. Siam tikslui atlikome
oligoprecipitacijos eksperimenta, kuris parodé, kad mutuotas p53
baltymas oksaliplatinai atspariose lastelése nesgveikauja su savo
pagrindinio taikinio p21 baltymo promotoriaus seka (9 pav. D ir E).
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9 pav. Mutuotas p53 baltymas atspariose lastelése nesgveikauja su taikinio DNR
sekomis. A. p53 baltymo domeniné struktiira. Identifikuotos mutacijos pazymétos
raudonai. B. Konfokalinés mikroskopijos vaizdai reprezentuojantys p53 baltymo
kiekio padidéjima po vaisto poveikio (zalias kanalas). C. Imunobloto analizé
reprezentuojanti p53  baltymo kiekio padidéjimag po vaisto poveikio.
D. Oligoprecipitacijos eksperimento schema. E. Oligoprecipitacijos rezultaty analizé
imunobloto metodu. P21 promotoriaus seka naudota kaip teigiama kontrolé, WRNC
oligonukleotidas — neigiama kontrolé.

Zinomi atvejai, kai mutuotas p53 baltymas lastelése jgauna kity
funkcijy arba pasikeic¢ia jo saveikos su skirtingais promotoriais
afiniSkumas [17], todél nusprendéme patikrinti, ar mutuotas p53
baltymas transkripci§kai aktyvuoja kitus savo taikinius. Gauti
rezultatai parodé, kad oksaliplatinai atspariose lgstelése néra
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aktyvuojamas né vienas i$ tirty pS3 baltymo taikiniy, o p21 baltymo
rai$kos nebuvimas patvirtintas ir mikroskopiniais metodais.

P53 baltymo aktyvumas daznai yra siejamas su lgsteliy atsparumu
genotoksinj Sokg sukeliantiems vaistams, nes yra vienas pagrindiniy
DNR pazaidy jutikliy [18]. P53 baltymo reikSme lasteliy atsparumui
nuspresta  iStirti  naudojant jvairias technologijas, leidziancias
manipulivoti baltymo kiekiu. Visy pirma RNR interferencijos
strategija buvo pasirinkta siekiant sumazinti p53 baltymo kiekj
lastel¢je. PaaiSkéjo, kad téviniy Igsteliy atsparumas tiesiogiai
koreliuoja su p53 baltymo kiekiu, o atspariy lasteliy jautrumui vaistui
p53 baltymo kiekio poky¢iai jtakos neturi, kas parodo, kad mutuotas
p53 baltymas jokiy su atsparumo palaikymu susijusiy funkcijy
nejgijo.

Toliau nusprendéme indukuoti laukinio tipo bei mutuoto p53
baltymo raiSka tévinése ir atspariose lgstelése naudodami
lentivirusinj doksiciklinu indukuojamos raiskos vektoriy (10 pav. A).
Indukavus p53 baltymo raiska Iasteléje yra sintetinamas tiek
endogeninis, tiek indukuotas p53 baltymas, kurj galime atskirti dél
pazyméjimo FLAG epitopu ir Siek tiek padidéjusios molekulinés
mases. Gauti rezultatai parode, kad indukuotas laukinio tipo p53
lastelése veikia analogiSkai kaip ir endogeninis baltymas — jo bazinis
raiSkos lygis néra aukstas ir Zenkliai padidéja po vaisto poveikio.
Indukuojamo mutuoto p53 baltymo bazinis raiskos lygis yra
aukstesnis ir beveik nekinta po vaisto poveikio (10 pav. B).

Taip pat indukcijos eksperimentai parodé, kad papildoma
mutantinio indukuojamo baltymo raiSka tévinése lgstelése padidina
lasteliy atsparuma oksaliplatinai (10 pav. C). Indukavus laukinio tipo
p53 baltymg oksaliplatinai atspariose lastelése atsparumas sumazéja,
taiau pokytis néra labai dramatiSkas dél dominantinio neigiamo
endogeninio mutuoto p53 baltymo efekto.
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10 pav. Indukuojamas mutuotas p53 baltymas padidina lasteliy atsparumg
oksaliplatinai, o laukinio tipo p53 indukcija lemia lgsteliy jsijautrinimg vaistui.
A. Doksiciklinu indukuojamos ekspresijos sistemos schema. B. Endogeninio ir
indukuoto p53 baltymo imunobloto analizé po poveikio induktoriumi ir vaistu.
C. Lasteliy, ekspresuojanciy indukuota p53 baltyma, gyvybingumo analizé.
Duomenys pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis, statistiSkai patikimas
pokytis: * p < 0.05, ** p <0.01, ANOVA, n=3.

Kadangi visi gauti rezultatai rodé p53 baltymo aktyvacijos svarba
lasteliy atsakui j oksaliplatinos poveikj, nusprendéme iSveiklinti p53
baltyma ir pabandyti nustatyti oksaliplatinos veikimo mechanizma.
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P53 baltymo i$veiklinimui naudojome CRISPR/Cas9 sistema, kuri
turéjo sukelti insercijas, delecijas ar rémelio poslinkio mutacijas
TP53 gene. Po poveikio Cas9 baltymu su i p53 baltymo gena
nukreipta gidinés RNR seka, lgsteles iSklonavome, atrinkome p53
neigiamus klonus ir juos sujungéme sickdami iSvengti isklonavimo ir
netiksliniy mutacijy nulemty atsparumo poky¢iy (11 pav. A).

A
> WT
Cas9 gRNA £
/ ) m g A Inserciia
R Prisijungimas Taikinio g NHEJ XD Delecija
- prie taikinio kirpimas > Rémelio
poslinkis
HCT-P-p53-- lKIonavimas
L -—
.Klon.q Klony
sujungimas analizé

(15 klony kiekvienai Igsteliy linijai)

B g0 80
70 | -+ 70 1
= 60 A *k S 80 1
£ 50 1 & 50 1
R ]
2407 =40
E ©
i 30 - i 30 1
— 20 =20 +
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0= . 0 c=emioln i gmuln |
HCT-P HCT-P-p53-/- HCT-Oxa  HCT-Oxa-p53--

Kontrolé = 10 uyM OxaPt m 50 uM OxaPt Kontrolé = 10 yM OxaPt m50 yM OxaPt

11 pav. P53 baltymo iSveiklinimas pasinaudojant CRISPR/Cas9 sistema sukelia
téviniy lasteliy atsparumo padidéjima. A. P53 baltymo iSveiklinimo schema
panaudojant CRISPR/Cas9 sistema. B. P53 isveiklinty lasteliy zities po
oksaliplatinos poveikio analizé. Duomenys pateikti kaip vidurkis + standartinis
nuokrypis, statistiS§kai patikimas pokytis: * p < 0.05, ** p < 0.01, ANOVA, n=3.
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Iverting p53 iSveiklinty lasteliy atsparuma, nustatéme, kad tévinés
lastelés su iSveiklintu p53 jgavo atsparumg oksaliplatinai (11 pav. B).
Atsparios lastelés nerodé jokiy gyvybingumo pokyc¢iy iSveiklinus
p53 baltyma, todél padaréme iSvada, kad mutuotas p53 baltymas
neigijo jokiy naujy su atsparumo palaikymu susijusiy funkcijy.

P53  baltymo iSveiklinimas leido detaliau panagrinéti
oksaliplatinos veikimo mechanizmg. Visy pirma, nusprendéme
patikrinti, kokio masto DNR pazaidas patiria lastelés po
oksaliplatinos, Kkito platinos preparato cisplatinos ir j DNR
interkaliuojanéio agento doksorubucino poveikio metu. Siam tikslui
konfokalinés mikroskopijos biidu nustatéme vieno pagrindiniy DNR
pazaidy atsako baltymy histono H2AX fosforilinima. Sis histonas yra
fosforilinamas | skirtingo pobiidzio DNR pazaidas reaguojanéiy
kinaziy, todél yra tinkamas nustatyti bendrg DNR paZzaidy lygj [19].

Gauti rezultatai parodé¢, kad tiek cisplatina, tiek doksorubicinas
sukelia pazaidas tiek tévinése, tick atspariose lastelése nepaisant
skirtingo p53 baltymo statuso (12 pav. A). Taciau oksaliplatina
lasteléje DNR pazaidy nesukelia ar bent jau neaktyvuoja konvenciniy
atsako ] DNR pazaidas keliy.

Siekiant palyginti dviejy platinos junginiy, oksaliplatinos ir
cisplatinos, skirtingai veikianc¢iy j DNR pazaidas jtaka lasteliy ciklui,
atlikome ciklo analize. Analizés rezultatai parodé, kad cisplatina
veikia ] lgstelés ciklg stabdydama lgsteles G2/M ciklo fazéje ir nors
stabdymas yra skirtingo masto, Sis efektas nepriklauso nei nuo
lasteliy atsparumo, nei nuo p53 statuso (12 pav. B). Taciau
oksaliplatinos atveju tévinése lastelése, ekspresuojanciose laukinio
tipo p53 baltyma, matéme visiskai kitokig tendencija — staigy lasteliy
S fazéje sumazéjimg. Sis efektas nebuvo biidingas tévinéms
lgsteléms su i8veiklintu p53, kurios kaip ir cisplatinos atveju stojo
G2/M ciklo fazéje. Sie rezultatai parodé, kad nekonvencinis
oksaliplatinos veikimo mechanizmas btidingas butent Igsteléms
ekspresuojancioms laukinio tipo p53 baltyma.
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12 pav. Oksaliplatina nesukelia konvencinio atsako j DNR pazaidas ir skirtingai
nei cisplatina veikia | lastelés cikla laukinio tipo p53 baltyma ekspresuojanciose
lastelése. A. Atsako j DNR pazaidas vertinimas pagal fosforilinto histono H2AX
kiekj i§ konfokalinés mikroskopijos vaizdy. Duomenys pateikti kaip vidurkis +
standartinis nuokrypis, statistiSkai patikimas pokytis: * p < 0.05, ** p < 0.01,
ANOVA, n = 3. B. Lasteliy ciklo vertinimas tékmés citometrijos biidu po vaisty
poveikio.

Kadangi tévinés laukinio tipo p53 baltyma ekspresuojancios
lastelés pasizyméjo skirtingu atsaku j oksaliplatinos poveikj, o
ankstesni rezultatai rodé, kad tik dalis Iasteliy ztsta nuo kaspazés-3
priklausomu bidu, nusprendéme patikrinti, kokiy lastelés Zaties keliy
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inhibicija iSgelb¢ja lasteles nuo citotoksinio oksaliplatinos poveikio.
Siam tikslui naudojome jvairiy kinaziy bei nekroptozés inhibitorius.
Gauti rezultatai parodé, kad bendras visy kinaziy slopinimas bei
selektyvus kaspazés-8 slopinimas parodé geriausig efekta (13 pav.
A). Kaspazés-3 slopinimas nuo zities apsaugojo tik apie puse
lasteliy, o uzdegiminiy kaspaziy bei nekroptozes slopinimas nedaveé
jokio efekto. Kaspazé-8 dalyvauja iSoriniy signaly nulemtos
apoptozés reguliacijoje ir sukelia mitochondrijy iSorinés membranos
permeabilizacija bei kaspazés-3  aktyvacija [20]. Kadangi
mitochondrijy iSorinés membranos permeabilizacija gali nulemti nuo
kaspaziy nepriklausomg lasteliy zutj [21], nusprendéme patikrinti, ar
BH3 mimetikai, skatinantys §j procesa, sensibilizuos lasteles vaistui.
Gauti rezultatai parod¢, kad kombinuojant oksaliplating ir BH3
mimetikg galima pasiekti beveik 100 % siekianCig lasteliy Zzitj
naudojant zymiai mazesnes oksaliplatinos koncentracijas.

Toliau tyréme, ar dirbtinis p53 baltymo kiekio padidinimas
naudojant p53-MDM2 saveikos inhibitoriy sukelia panasy efekta j
lastelés cikla kaip oksaliplatinos poveikis. Sie rezultatai patvirtino,
kad lasteliy kiekio S fazéje sumazéjimui kriting reikSme turi biitent
laukinio tipo p53 baltymas (13 pav. B). Kadangi p53 baltymas gali
aktyvuoti iSoriniy signaly nulemtos apoptozés reguliacinius
baltymus, tokius kaip Ziities receptoriai, nusprendéme patikrinti, ar
sukeliamas §iy baltymy raiskos padidéjimas po oksaliplatinos
poveikio. Gauti rezultatai parodé, kad Siy baltymy raiska yra
indukuojama vaisto poveikio laukinio tipo p53 baltyma
ekspresuojanciose lastelése, taCiau nedetektuojama p53 iSveiklintose
lastelése (13 pav. C). Tokie rezultatai leido mums daryti prielaida,
kad oksaliplatinos poveikis skatina p53 baltymo transkripcinj
aktyvumg, dél kurio padidéja lgstelés ciklg ir zitj reguliuojanciy
baltymy raiska, ir pasireiskia vaisto citotoksinis poveikis (13 pav. D).
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13 pav. Oksaliplatinos citotoksinis poveikis pasireiSskia dél ioriniy signaly
nulemtos apoptozés skatinamos p53 baltymo transkripciskai aktyvuojamy baltymy.
A. Lasteliy zaties po oksaliplatinos ir skirtingy zities keliy inhibitoriy poveikio
analizé. Duomenys pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis, statistiskai
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patikimas pokytis: * p < 0.05, ** p < 0.01, ANOVA, n = 3. B. Lasteliy ciklo
vertinimas tékmés citometrijos biidu po p53-MDM2 saveikos inhibitoriaus poveikio.
C. P53 transkripciniy taikiniy susijusiy su lastelés zatimi raiskos vertinimas po
oksaliplatinos poveikio Duomenys pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis,
statistiSkai patikimas pokytis: * p < 0.05, ** p < 0.01, ANOVA, n = 3. D. P53
baltymo reikSme apoptozes reguliacijoje atspindinti schema.

Apibendring visus su oksaliplatinos atsparumu susijusius
rezultatus, parodéme, kad atsparumo oksaliplatinai iSsivystymg gali
lemti padidéjes lasteliy plastiSkumas dél EMT reguliuojanciy geny
raiSkos. Tolimesnis tokiy vaista toleruojanciy Iasteliy veikimas
oksaliplatina sukelia negriztamy genetiniy pokyciy lasteléje, kaip,
pavyzdziui, inaktyvuojanti vézio supresoriaus p53 mutacija, kuri
nulemia stipriai iSreiksta lasteliy atsparumg oksaliplatinai (14 pav.).
Lasteliy plastiSkumo reikSmé lasteliy atsparumo iSsivystymui yra
pakankamai nauja tyrimy kryptis, pasiZyminti perspektyva sukurti
naujas efektyvaus, atsparumo iSsivystymui kelig uzkertancias véziniy
susirgimy gydymo strategijas [22].

Oksaliplatinos Nuolatinio poveikio testiné oksaliplatinos terapija

poveikis >
Hibridinis EMT mutacija
@ fenotipas @
Oksaliplatinos skatinama @

@ selekcija Vaistui atsparios
1 EMT reguliuojantys faktorigi,

SNAI2, miR-23b, vimentinas @
. TN
Heterogenine 7N Auksto plastiskumo, 7N )

Igstelés

HCT116 @) vaistui tolerantikos (@ =
populiacija ( )\/“é ~ Igstelés ~ “’t/ \‘
- /{ ./l Lasteliy zatis U

Lasteliy zitis™
14 pav. Siuloma kolorektalinés karcinomos HCT116 lasteliy atsparumo
oksaliplatinai i§sivystymo schema.
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ISVADOS

1.RH1 atspariy MDA-MB-231 lasteliy analizé rodo lgsteliy ciklo
reguliacijos, JNK signalinio kelio poky¢ius ir c-KIT-AKT-mTOR
kelio aktyvacija kaip galimus atsparumo jgijimo mechanizmus.

2. Krities vézio lgsteliy MDA-MB-231 selekcija RH1 preparatu
lemia padidéjusia CD44 raiSka pasizymin¢iy, kamieniniy lasteliy
pozymiy turinciy lgsteliy populiacijos pagauséjimg, kurio galima
iSvengti lasteles veikiant c-KIT receptoriaus inhibitoriumi.

3. 5-fluoruracilui atspariy kolorektalinés karcinomos HCT116
lasteliy analizé rodo nukleotidy metabolizmo poky¢ius, lemiancius
sukeliamy DNR pazaidy sumazéjima.

4. Su epiteliniu-mezenchiminiu virsmu susij¢ miRNR miR-23b
bei SNAI2 transkripcijos veiksnys palaiko tarpinj epitelinj-
mezenchimin}  fenotipa, padedantj atsparumo oksaliplatinai
issivystymui HCT116 Igstelése.

5. Laukinio tipo p53 baltymo sukelta transkripciniy taikiniy
aktyvacija yra biitina citotoksiniam oksaliplatinos efektui pasireiksti
HCT116 lasteliy linijoje.
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