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Santrumpy sgrasas

AP-1 — aktyvuojantis baltymas 1
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VEGF —vascular endotelial growth
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Ivadas

Vézys — klastinga liga, gebanti iSvystyti daug adaptacijos buidy, kuriy déka geba
1Svengti organizmo gynybos mechanizmy ir formuoti naujus vézinius darinius, toli iSplitusius
nuo pradinio zidinio (Hanahan & Weinberg, 2011). Uzlasteliné aplinka yra svarbi reguliuojant
normaly audinio funkcionavima, atsakinga uz lasteliy saveika bei orientacija aplinkoje.
Tinkamos sudéties ir fzikomechaniniy savybiy uzlasteliné aplinka palaiko ir uztikrina lasteliy
tarpusavio rysius, prisideda prie lasteliy likimo reguliacijos (Walker et al., 2018). Yra
pastebéta, kad skirtingas uzlastelinés aplinkos kietumas skatina kryptinga lasteliy judéjima i$
minkStesnés aplinkos kietesnés link. Toks kryptingas judéjimas yra budingas tiek sveikoms
lasteléms, pvz. kamieninéms lgsteléms diferenciacijos proceso metu, tiek vézinéms Igsteléms
naviko vystymosi ar metastaziy formavimosi procesuose (Sunyer et al., 2012). UZlastelinés
aplinkos kietumas taip pat atlicka svarby vaidmenj skatinant ar slopinant lasteliy i§likimo
signalus — anksc¢iau misy skyriuje atlikti MCF-7 lgsteliy tyrimai parodé, kad lastelés geriau
dauginasi ant vidutinio ir didelio kietumo geliy (8 ir 40 kPa), lyginant su minkstais geliais (1
kPa) (Jasmontaite, 2019). Mitogeny aktyvuojamy baltymy kinaziy (MAPK) $eimos baltymai
yra svarbiis vidulasteliniy procesy dalyviai, galintys skatinti tiek lastelés iSlikima, tiek zitj,
Pastaraisiais metais atlikti tyrimai parodé, kad MAPK gali daryti jtaka ir
mechanotransdukcijos signaliniy keliy vyksmui, pvz. N-terminalinés c-Jun kinazés (JNK) ir
p38 raiskos lygis gali reuliuoti Yes asocijuoto baltymo (Y AP) raiskos lygj (Liu et al., 2020).
Transkripicijos veiksnys c-Jun, kurio pagrindinis reguliatorius yra JNK, yra svarbus taikinys
galintis susiprinti véziniy lasteliy jautrumg chemoterapiniams poveikiams. Jo aktyvuma gali
reguliuoti ir kity MAP kinaziy signaliniai keliai, pvz. ERK. Todél Siame darbe siekéme
jvertinti ar c-Jun baltymo lygio poky¢iai gali turéti jtakos kriities vézio Igsteliy iSlikimui

skirtingo kietumo aplinkose.



Tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas — jvertinti transkripcijos veiksnio c-Jun vaidmen;j krtties vézio MCF-7 linijos

lasteléms atsakant j doksorubicino ir aplinkos kietumo poky¢ius
UZdaviniai:

= Panaudojant virusinj vektoriy su prieSprasmine c-Jun seka, gauti MCF-7 linijos
lasteles su sumazintu c-Jun baltymo lygiu.

= Palyginti kontroliniy ir su sumazintu c-Jun baltymo lygiu MCF-7 Iasteliy savybes
(adhezijg ir proliferacijg) ant skirtingo kietumo pavirsiy.

= [stirti doksorubicino poveikj kontrolinéms ir su sumazintu c-Jun baltymo lygiu MCF-7
lasteléms, auginamos ant skirtingo kietumo pavirsiy.

= [Jvertinti sutelktinio saly¢io tasky kiekj kontrolinése ir su sumazintu c-Jun baltymo

lygiu MCF-7 lastelése, auginamose ant 8 kPa hidrogelio.



1. LITERATURINE APZVALGA

1.1 Vézys ir jj lemiantys veiksniai

Vézys — tai liga, iSsivystanti dél nenutriikstancios ir nereguliuojamos lasteliy
proliferacijos. Kitaip nei normalios audinio Igstelés, vézinés lastelés nereaguoja i signalus,
kontroliuojancius normaliy lgsteliy elgsena, jos auga ir dalijasi nekontroliuojamai, jgyja
judruma, jsiverzia ] normalius audinius ir organus, kol galiausiai pradeda plisti po visg
organizmg. Nekontroliuojamas véziniy lgsteliy augimas yra nulemiamas susikaupusiy
anomalijy jvairiose lastelés reguliacijos sistemose. Aktyviai proliferuojancios lastelés gali
suformuoti auglius bet kuriame organizmo audinyje (Cooper, 2000).

Pagal Hanahan ir Weinberg (2011), véZio susidaryma lemia 6 véZiniy lasteliy bruozai,
igyti per daugiapakopj Zzmogaus audiniy augliy vystymasi (1.1 pav.).

1.1 pav. Véziniy lasteliy bruozai.
1.1.1 Nuolatinis proliferacijos signaly palaikymas

Normaliis audiniai subalansuotai reguliuoja augima skatinanciy signaly susidaryma ir
paleidimg siekiant palaikyti Iasteliy kiekio homeostaze ir taip uztikrinti normalig audinio
architektiirg bei funkcijas. Skirtingai nei normalaus audinio lastelés, vézinés lastelése sutrinka
siy signaly reguliacija ir gebéjimas savarankiskai reguliuoti savo likima. Didziaja dalj
proliferacijos signaly poky¢iy lemia augimo veiksniai, kurie jungiasi prie lastelés pavirSiuje
esanéiy receptoriy (tipiskai turinéiy vidulastelinius tirozino kinazés domenus). Sie receptoriai

perduoda signalus ] iSsiSakojancius vidulgstelinius signalinius kelius, kurie reguliuoja Igstelés



ciklo ir Iastelés augimo (t.y. lastelé didéja) progresa. Sie signalai taip pat daro jtaka ir kitoms

lastelés biologinéms savybéms — Igsteliy iSgyvenamumui, energetinei biiklei metabolizmui.
1.1.2 Apoptozés iSvengimas

Jau praeito amziaus pabaigoje mokslininkai pradéjo tyrinéti apoptoze, programuota lastelés
zutj, kuri veikia kaip natiiralus priesvézinis barjeras. Tarp apoptoze sukelianciy stresy
pavyzdziy vézinése lastelése — signalinis disbalansas sukeltas padidéjusios onkogeny raiSkos
ir DNR pazaidy, susijusiy su auglio lasteliy hiperproliferacija. Apoptozés mechanizmas yra
jvykiy grandiné, kurios pradzioje veikia reguliatoriai, 0 pabaigoje - vykdantieji komponentai.
Apoptozés iniciacija galima dviem buidais: iSoriné apoptoziné programa - gauna ir apdoroja
mirties signalus i$ lgstelés iSorés, pvz., Fas ligando/Fas receptoriaus kelias; vidiné apoptoziné
programa — reaguojanti ir veikianti atsakant j vidulastelinés kilmeés signalus. Galutinis tiek
vidings, tiek iSorinés apoptozés programos etapas — proteazéms priklausanciy baltymy -
kaspaziy aktyvacija, sukelianti laipsni§kg apoptuojancios lgstelés fragmentacija (Hannahan &
Weinberg, 2011).

Skirtingai nei normalios lastelés, véZinés lastelés egzistuoja nuolatinio streso biisenoje —
onkogeninio streso, genominio nestabilumo, hipoksijos sglygomis. Normaliai funkcionuojant
lastelei, tokiomis sglygomis biity aktyvuojama apoptozés programa, taciau véZinés lastelés
daznai geba jos iSvengti iSjungdamos apoptozés signalinius kelius (Fernand & Kurokawa,
2013).

Vézines lastelés gali daryti jtakg apotoziniams signaliniams keliams per transkripcija,
transliacijg ir po transliacijos. Daugeliu atvejy, vézinés Igstelés iSvengia apoptozes
didindamos anti-apoptoziniy ir mazindamos pro-apoptoziniy geny raiska. Be to, gali biiti
stabilizuojanciai veikiami anti-apoptoziniai ar destabilizuojami pro-apoptoziniai baltymai.
Dar vienas galimas apoptozés iSvengimo biidas vézinése Igstelése — anti- ir pro- apoptoziniy
baltymy funkcijos pakeitimas per potransliacines modifikacijas, tokias kaip fosforilinimas.
Vézinese lastelése gali veikti vienas ar keli mechanizmai, kuriais jos iSvengia apoptozés

(Fernand & Kurokawa, 2013).

1.1.3 Augimo slopikliy i§vengimas

Be gebéjimo sukelti ir iSlaikyti teigiamai veikiancius augimg skatinancius signalus,
vezinés lagstelés taip pat turi jveikti galingas Igstelés programas, kurios neigiamai veikia
proliferacija. Daugelis $iy programy yra priklausomos nuo auglio supresoriy geny. Auglj

supresuojantys genai veikia jvairiais mechanizmais, kuriy tikslas riboti Iastelés augima ir



proliferacija. Daug $iy geny buvo atrasta déka charakteringos jy inaktyvacijos skirtingose
vézio formose zmoguje ar kituose gyvinuose. Du svarbiis auglio supresoriy genai koduoja
baltymus RB (angl. retinoblastoma-associated) ir P53. Sie baltymai yra pagrindiniai dalyviai
dviejuose vienas Kitg papildanciuose reguliaciniuose mechanizmuose, kurie valdo lgstelés

likimg — leisti 1gstelei toliau proliferuoti ar aktyvuoti senéjimo / apoptozés programas.
1.1.4 Invazijos ir metastaziy aktyvacija

Pastebéta, kad vézinés Iastelés pereidamos ] aukstesnj piktybisSkumo lygmen;j keicia savo
forma ir sukibima su kitomis lastelémis bei uzlgsteline erdve (ekstralasteliniu matriksu,
ECM). Geriausiai iSanalizuotas atvejis, susij¢s su metastazémis ir invaziSkumu yra E-
kadherino netekimas karcinomos lgstelése. E-kadherinas — svarbi tarplgstelinés saveikos
molekulé: §is baltymas formuoja jungtis tarp Salia esanciy epiteliniy lasteliy ir epiteliniame
audinyje i$laiko Igsteles jy vietoje. Padidéjusi E-kadherino raiska veikia antagonistiskai
invazijai ir metastazéms, tuo tarpu sumazéejusi raiska sustiprina Siuos fenotipus. Pastebéta, kad
zmogaus karcinomoms buidinga E-kadhering inaktyvuojancios mutacijos (Berx and van Roy,
2009,Cavallaro and Christofori, 2004). Taip pat pastebéta, kad daugelyje didelio agresyvumo
karcinomy pakinta ir kity tarplastelinés sgveikos bei Igsteliy saveikos su uZlgsteline erdve
adhezijos molekuliy raiska. Be to, daznai buina padidéjusi ir raiSka molekuliy, kurios
normaliai yra susijusios su lasteliy migracija, vykstan¢ia embriogenezés metu ir esant
uzdegimui. PavyzdZiui, N-kadherinas, kuris normaliai yra reiSkiamas migruojanciuose
neuronuose ir mezenchiminése Igstelése organogenezés metu, yra stipriau reiSkiamas

daugelyje invaziSky karcinomos lasteliy.

1.15 Gebéjimas dalintis neribotai

Apie 2000-uosius metus buvo placiai pripaZzinta, kad vézinéms lgsteléms reikalingas
neriboto dalijimosi potencialas, dél kurio jos geba suformuoti makroskopinius auglius, tuo
tarpu normaliai funkcionuojancios kiino lgstelés turi ribotg augimo ir dalijimosi cikly skaiciy.

Sis ribojimas yra susij¢s su dviem proliferacijos barjerais:

e senéjimu — jprastas ir negriZtamas lgstelés jéjimas j neproliferuojancia, bet gyvybinga
bisena;
o lasteles krizé — lastelés blisena vedanti j zitj.
Kai lastelés dauginasi kulttiroje, pasikartojantys lasteliy dalijimosi ciklai i§ pradziy

lasteles veda j senéjima, o tos lagstelés, kurios sugeba jveikti senéjimo barjerg pereina j krizés


https://www.cell.com/fulltext/S0092-8674(11)00127-9
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stadijg — Sioje stadijoje didzioji dalis lasteliy mirSta. Retais atvejais krize¢ patirianéiy Iasteliy
populiacijoje atsiranda tokiy, kurios turi neriboto dalijimosi potencialg. Sis reidkinys yra
vadinamas imortalizacija — Igsteliy savybé proliferuoti kultiiroje be senéjimo ar krizés
vyksmo.

Surinkta jrodymy, kad telomeros, kurios apsaugo chromosomy galus, atlieka pagrindinj
vaidmenj neriboto dalijimosi procese. Paprastai telomeros, kurios yra sudarytos i$
pasikartojan¢iy heksanukleotidy seky, su laiku neimortalizuotose lgstelése trumpéja ir
praranda gebé¢jimag apsaugoti chromosoming DNR nuo chromosomy galy susijungimo. Tokie
chromosomy galy susijungimai sukuria nestabilias dicentrines chromosomas ir kelia grésme
lastelés iSgyvenimui. Dél Sios priezasties telomerinés DNR 1ilgis lgsteléje nulemia Kiek
s¢kmingy pasidalijimy Igstel¢ gali jgyvendinti, iki kol telomeros tampa smarkiai
sutrumpgjusios ir nebegalincios atlikti savo apsauginés funkcijos — tai sukelia krizés biiseng.

Telomerazé — specializuota DNR polimerazé, kuri prideda telomeros pasikartojimy
segmentus telomerinés DNR galuose. Sio fermento beveik néra neimortalizuotose Iastelése,
bet jo raiSkos lygis yra funkciskai reikSmingas didziojoje daugumoje (~90%) spontaniSkai
imortalizuoty lasteliy, tarp jy ir zmongaus vézio lastelés. Pratesdama telomering DNR,
telomeraz¢é kompensuoja telomery nykima, kuris savaime vykty nesant Siam fermentui. Esant
telomerazés aktyvumui, tiek spontaniskai imortalizuotose lastelése, tiek geny inZinerijos biidu
gautose, telomeraze reiSkianciose lastelése, pastebimas atsparumas senéjimui ir
krizei/apoptozei. Tuo tarpu telomerazés nuslopinimas veda j telomery trumpé¢jimg ir galiausiai
1 vieng i8 proliferacijos barjery.

Du proliferacijos barjerai — senéjimas ir krizé/apoptozé — yra esminé prie§véziné
apsauga, panaudojama sustabdyti preneoplastiniy ar jau neoplastiniy lgsteliy dariniy
formavimasi. Daugelyje pradiniy neoplaziniy dariniy Igstelés iSeikvoja gebéjima pakartotinai
dalintis ir pasiekia vieng i$ proliferacijos barjery. Vis délto, retais atvejais neoplastiniuose
darinuose atsiranda imortalizuoty lasteliy varianty, kurie dazniausiai susidaro déka padidintos
telomerazés raiSkos arba retesniu atveju per alternatyvy, rekombinacija grjstg telomery
palaikymo mechanizma. Tad jprastai telomery trumpéjimas yra mechanizmas, kuris
apsprendzia normaliai funkcionuojanciy Igsteliy gyvavimo trukmeg ir taip pat yra klititis

vézinéms lgsteléms susidaryti.



1.1.6 Angiogenezés skatinimas

Kaip ir normaliai funkcionuojantiems audiniams, augliams reikia palaikyti maisto
medziagy ir deguonies tickimg bei Salinti metabolines atlickas bei anglies dioksida.
Embriogenezés metu, organizme vystantis kraujagysliy sistemai, vyksta du pagrindiniai
procesai: vaskulogenezé — naujy kraujagysliy susidarymas, angiogenezé — atsaky
formavimas nuo jau egzistuojanciy kraujagysliy. Pilnai susiformavusi kraujagysliy sistema
didzigja dalimi pereina j ramybés biiseng ir tampa strukturisSkai stabili. Normaliai
funkcionuojan¢iame suaugusiojo organizme angiogenezes procesas trumpalaikiSkai
jjungiamas zaizdy gyjimo ar moters reprodukcinio ciklo metu, tuo tarpu progresuojanciame
auglyje angiogenezes procesas yra beveik nuolat aktyvus ir taip skatina kraujagysliy sistema
be sustojimo formuoti naujas kraujagysliy atSakas, kad biity palaikomas didéjancio
neoplastinio darinio gyvybingumas.

Daugelis angiogenezés reguliatoriy yra signaliniai baltymai, kurie jungiasi prie
stimuliuojanciy ar slopinanciy lastelés pavirSiaus receptoriy, iSsidés¢iusiy ant kraujagyslés
endotelio Iasteliy. Gerai Zinomi angiogenez¢ skatinantys ir slopinantys veiksniai yra
atitinkamai kraujagysliy endotelio augimo veiksnys A (angl. vascular endothelial growth
factor-A, VEGF-A) ir trombospondinas 1 (angl. thrombospondin-1, TSP-1). VEGF-A genas
koduoja ligandus, kurie dalyvauja naujy kraujagysliy susidarymo reguliavime tieck embriono
vystymosi laikotarpiu, tiek ir po gimimo. VEGF signalai siun¢iami per 3 receptorines tirozino
kinazes (VEGFR-1-3), yra valdomi ir dalyvauja sudétinguose lgstelés valdymo keliuose.
VEGF geno raiska gali biiti padidinta dél hipoksijos ar onkogeny signaly. Taip pat, nustatyta,
kad VEGF ligandai gali biiti izoliuojami uZlastelin¢je erdveje latentingje formoje, kuri gali
biiti i$laisvinta ir aktyvuota uzlgsteling erdve degraduojanciy proteaziy, pvz MMP-9. Yra
pastebéta ir kity proangiogeniniy signaly, susijusiy su fibroblasty augimo veiksniy (FGF)
Seimos atstovais. FGF buvo susieti su auglio angiogenezés palaikymu pastebéjus, kad Sios
Seimos baltymy raiSka vézinése lastelése chroniSkai padidinta.

TSP-1, kaip atsvara angiogenezés jjungimui, taip pat jungiasi prie transmembraniniy
receptoriy, esan¢iy endotelinése lastelése, ir sukelia slopinancius signalus, galinCius
konkuruoti su proangiogeniniais stimulais. Dél chroniskai aktyvuotos angiogenezés ir
nesubalansuoty proangioneniniy signaly misinio, auglyje besiformuojancios kraujagyslés
daznai buina pakitusios: per intensyvus kraujagysliy iSsiSakojimas, iSsikraipiusios ar per
didelés kraujagyslés, lemiancios nepastovig kraujo tékme, mikrokraujavima, nenormaly

endoteliniy lasteliy proliferacijos ir apoptozeés lygj. Daugiapakopiame invaziniy véZiniy



lasteliy vystymesi angiogenez¢ suzadinama stebétinai anksti, tai pastebéta tiek gyviiny
modeliuose, tiek ir Zzmonése. Histologinése priespiktybiniy, neinvaziniy pazeidimy (tarp jy
displazijos ir in situ karcinomos jvairiuose organuose) analizése jau gali biiti aptinkamas

angiogenezeés jjungimas (Hannahan & Weinberg, 2011).

1.2 Kriities vézys

1.2.1 Kiraties vézio tipai

Krities vézys iki Siol yra labiausiai paplites vézys tarp motery. 2018 metais buvo
nustatyta 2 min naujy vézio atvejy (23% ty mety véZziniy susirgimy) ir uzima 2-3jg vietg tarp
visy véziniy susirgimy (10,9%) (Zaidi & Dib, 2019). Histologiskai dazniausia piktybiné
kruties vézio forma — adenokarcinomos, kurios lemia apie 95% visy kriities vézio atvejy, tarp
kuriy apie 55% atvejy yra diagnozuojama invaziné duktaliné karcinoma (IDC) (Makki, 2015).

Vienas i$ pagrindiniy i§§tikiy gydant $ig vézio formga yra heterogeniSka prigimtis,
nulemianti terapijos pasirinkimus. Kriities vézio atveju jvertinami keli biozymenys, tokie kaip
hormony receptoriy (HRs) buvimas, pertekliné Zmogaus epidermio augimo veiksnio
receptoriaus 2 (HER2) raiska ir/arba papildomos HER?2 geno kopijos. Pagal $iuos biozymenis
i§skiriami pagrindiniai kraities vézio subtipai: 1) luminalinis A (HR+/HER-), 2) HER2+,
luminalinis B (HR+/HER2+) ir trigubai neigiamas (TNBC; HR-/HER2-) (Tong et al., 2018,
Lee et al., 2015).

Visi $ie subtipai turi skirtingg pasireiSkimo dazZnj, atsakg | terapija, ligos progresijg ir
metastaziy taikininius organus. Luminalinis kriities vézys yra HR teigiamas — aptinkami
estrogeno ir progesterono receptoriai. Luminalinio A kriities vézio subgrupé (HR+/HER-)
Iprastai auga létai ir yra maZziau agresyvi nei kiti kriities véZio subtipai, labiau jautri
hormoninés terapijos poveikiui. Luminalinis B kriities vézys (HR+/HER2+) identifikuojamas
pagal auksta proliferacijos markerio Ki67 ar HER2 raiska ir turi prastesng i§gyvenamumo
prognoze nei luminalinio A atveju. HER2+ pasizymi onkogeno HER2/ERBB2 padidinta
raiska ar padidintu kopijy skai¢iumi ir gali biiti gydomi anti-HER?Z terapija. | bazalines
lasteles panasus (angl. basal-like) kriities vézys nepasizymi nei HR, nei HER2 raiska, todél
yra priskiriamas trigubai neigiamai krities vézio (TNBC) subgrupei. Labiausiai paplite yra
HR+ subtipai, kurie sudaro apie 83% visy krities vézio atvejy (i$ jy 71% luminalinis A, 12%
- luminalinis B), 12% visy atvejy sudaro TNBC ir tik 5% visy atvejy yra HR-/HER2+ (Tong
et al., 2018).



1.2.2 Kirities véZio 1asteliy linija MCF-7

MCF-7 — placiai taikoma kruties vézio lasteliy linija, kuri buvo isskirta 1973 metais dr.
Soule grupés, Mic¢igano vézio institute (angl. Michigan Cancer Foundation, i$ originalo ir
kiles $ios lasteliy linijos trumpinys MCF) i§ 69 mety amZiaus kaukazoidés. Si lasteliy linija
iki Siol daznai naudojama jvairiy tyréjy grupiy ir yra tinkamas lasteliy modelis kriities vézio
tyrimams pasauliniu mastu, jy tarpe — prieSvéziniy vaisty paieskos tyrimams. (Comsa et al.,
2015).

MCEF-7 lgsteliy bruozai, pagal Comsa et al. (2015) ir Welsh (2013):

e MCF-7 lastelés priskiriamos ER-pozityviam, luminaliniam A subtipui;

e MCF-7 lasteliy linija yra mazai agresyvi ir neinvazing, jprastai laikoma turinti
mazg metastazinj potenciala,

e Populiacija fenotipiskai heterogeniska;

e Biudinga aneuploidija ir genetinis nestabilumas.

Vienas i$ svarbiausiy MCF-7 panaudojimy yra estrogeno receptoriaus alfa (ERa)
studijose, kadangi §i lasteliy linija yra viena 1§ nedaugelio, kurioje yra stipri ER raiska — $i
savybé pamégdzioja daugelj invazyviy krities vézio formy, kuriose reiSkiamas ER. Verta
paminéti, kad palaikyti ERa raiska kultivuojamose lastelése yra sudétinga, todél dauguma
tyrimams naudojamy kriities vézio Iasteliy linijy yra ER neigiamos (Lee et al., 2015, Subik et
al., 2010). MCF-7 lgstelés placiai taikomos ER-pozityviy kriities vézio lgsteliy
eksperimentuose, daug démesio kreipiant ] tyrimus, susijusius su jgytu anti-estrogeno vaisty
atsparumu (Seibert et al., 1983; Zhou et al., 2012; MacGregor Schafer & Jordan, 2006). Sios
lastelés gerai tinka anti-hormony terapijos atsparumo tyrimams, nes jos yra lengvai
kultivuojamos ir islaikancios ER ekspresija. Siekiant tirti skirtingus jgyto anti-hormony
atsparumo kriities veézio lgstelese atvejus, MCF-7 lgstelés adaptuotos jvairiose anti-hormony
poveikio aplinkose (Comsa et al., 2015).

Nors MCF-7 buvo laikoma vientisa Iasteliy linija, isties ja sudaro daug individualiy
fenotipy (Leung et al., 2010). Vis délto, daugelis jy tesudaro nedideles bendros populiacijos
dalis (Comsa et al., 2015; Welsh, 2013). Individual@s fenotipai gali skirtis geny ekspresijos
profiliu, receptoriy ekspresija ar signaliniais keliais. Nepaisant galimy skirtumy proliferacijos
lygmenyje, iSlaikomas daugybiniy fenotipy balansas, galimai per signaliniy keliy kooperacija.
Mazy MCF-7 sublinijy egzistavimas tévinéje linijoje gali atsiskleisti esant tinkamoms
selekcijos salygoms. Sioms lasteléms biidinga aneuploidija — chromosomy skai¢iaus variacija

gali biiti nuo 60 iki 140. Kiti citogenetiniai skirtumai apsprendziami specifiniy chromosomy-
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zymeny buvimu ar trikumu. MCF-7 pasizymi genetiniu nestabilumu, ta¢iau kariotipiniai
poky¢iai gali buti nulemti atrankos spaudimo poky¢iy skirtingomis kultivavimo salygomis.
MCEF-7 taip pat turi populiacija kamieniniy Igsteliy, galin¢iy kurti kloninj variabilumg (Comsa
et al., 2015).Taigi, Siai Igsteliy linijai yra budingas heterogeniSkumas, todél MCF-7 lIgsteliy
linija gali buti pritaikoma kaip kriities vézio modelis, mégdziojantis besiformuojancio auglio
heterogeniskumg organizme (Leung et al., 2010). In vitro MCF-7 modeliai pasistiiméjo tolyn
klinikingje praktikoje, kai buvo adaptuoti in vivo modeliams, kurie labiau atspindi tikrgjj ligos
progresg. In vivo modeliais sukuriamos galimybés tirti, kaip vyksta véZiniy Igsteliy tarpusavio
sgveika, angiogeneze, 1astelinis metabolizmas ir kvépavimas — procesai, kuriy Iasteliy kultiiry
saglygomis néra galimybés istirti (Comsa et al., 2015).

MCF-7 yra estrogenui (E2) jautrios kraties vézio Igstelés, kuriy proliferacija yra
priklausoma nuo E2. Jose yra auksto lygio ERa transcripty raiSka, bet zema raiSka ERS. Vis
deélto, kai kurie autoriai mini, kad ER raiska yra silpna tévingje linijoje, lyginant su tamoxifen
atspariomis sublinijomis (Baguley & Leung, 2010), kiti parodé, kad MCF-7 turi didelius
kiekius 17p-estradiolio receptoriy (Brooks et al., 1973). I$ kitos pusés, PR ekspresija yra stipri
tévinéje linijoje, bet silpna ar visai neisreiksta tamoxifen atspariose MCF-7 lastelése (Baguley
& Leung, 2010). MCF-7 lastelése ER raiska padidéja nesant estrogeny. Trumpalaikis
estrogeno trikumas sukelia skirtingg atsakg lyginant su lastelémis, kurios patyré ilgalaikj
estrogeno trikuma (vir§ 6 ménesiy). Sumazéjusios proliferacijos lygis issilaiko apie ménesj
po estrogeno pasalinimo — galima manyti, kad mazdaug tiek laiko Igsteléms uztrunka i§vystyti
adaptacinius ar kompensacijos augimo mechanizmus. Vis délto, MCF-7 lgsteliy augimo
skirtumai E2 poveikyje yra sukeliami ne ER raiskos skirtumy, jy augimo atsakas j E2
siejamas su autokrininiy veiksniy sekrecija, kuri aktyvuoja IGF-IR (Hamelers et al., 2003).
Krities vézio lasteliy augimas reguliuojamas ne tik ER ir PR, bet ir su plazmine membrana
asocijuoty augimo veiksniy receptoriy. Du ypac¢ svarbiis dalyviai Sioje didel¢je baltymy
Seimoje yra EGFR, kuris yra aktyvuojamas EGF ir HER2. Tiek EGFR, tiek HER2 yra
aptinkami MCF-7 lastelése. Vis délto, MCF-7 laikoma vidutiniskai EGFR reiskiancia Igsteliy
linija.

Santykiné ER, PR ir HER2 raiska gali buti labai jvairi tarp skirtingy MCF-7 sublinijy.
Dominuojantj fenotipg kultaroje lemia auginimo saglygos: ER-pozityvios sublinijos
dominavimg lemia mazas estrogeno kiekis naudojamame FBS. Vis délto, prailgintas
auginimas nesant estrogeno atrinkty variantus, kuriuose padidéjusi EGFR, HER2 ir kity
signaliniy keliy stumuliatoriy raiska. Jdomu tai, kad ER-, PR- ir HER2-negatyvios (trigubo
negatyvumo) sublinijos taip pat galimai Kilusios i§ ER+ MCF-7 lasteliy. Tai gali bati
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naudingas modelis geresniam trigubai neigiamo kriities vézio supratimui klinikinéje
praktikoje — galéty padéti aiskinantis daugybés fenotipy susidaryma i§ vieno tipo lasteliy
Klinikinio vézio atvejais.

MCEF-7 pasizymi diferencijuoto epitelio pozymiais: Sios Igstelés turi epitelio Zymenis,
tokius kaip E-kadherinas, B-kateninas ir citokeratinas 18 (CK18), ir neigiamos pagal
mezenchiminius markerius, tokius kaip vimentinas ir lygiyjy raumeny aktinas (SMA). Taip
pat MCF-7 lastelés iSlaiko raiSkg Zymeny, budingy nattraliems epiteliniams audiniams, pvz.
klaudinai ir ZO-1. Taip pat ir Kity baltymy, kurie sudaro tarplastelines jungtis. Be to MCF-7
lastelés neturi zymens CD-44, kuris aptiktas kai kuriose kraties vézio lasteliy linijose ir yra
siejamas su lgsteliy kamieniSkumu (Basakran, 2015). MCF-7 lgstelés nereiskia GHRHR
baltymy ir tokiu buidu reprezentuoja naudingg sistema, Kuri leisty stebéti iy receptoriy raiskos
stimuly efektus. Jdomu, kad Igsteliy augimo kontrolés genas RAC3 turi minimaly efekta
MCEF-7 lgstelése, nepaisant to, kad aktyvuojamos uztralgstelinio signalo reguliuojamos
kinazés (ERK). Tai gali buti paaiskinama faktu, kad signalinis kelias negali bati pilnai
efektyvus, nes Siose lgstelése yra neaktyvi branduolio veiksnio kB (NF-xB) baltymy DNR
transkripcijos kontrolé (Comsa et al., 2015).

1.3 Vézio metastazés

Vézio metastazeés — tai veézio lasteliy iSplitimas i§ auglio kilmes vietos j kitus audinius ir
organus, lydimas naujy augliy formavimosi. Metastazés yra pagrindiné vézio pacienty mirties
priezastis. Sis procesas yra sudarytas i§ vienas po kito sekandiy jvykiy, kurie turi bati
ivykdyti, jog véziné lastelé galéty sékmingai metastazuoti - tai vadinama metastazine kaskada
(Martin et al., 2013; Seyfried & Huysentruyt, 2013). Metastazinés kaskados metu kinta
tarplasteliniy sgveiky bei lastelés-matrikso adhezijos stiprumas.

Metastaziné kaskada skirstoma j 3 pagrindinius etapus: invazija, intravazacija ir

ekstravazacija (1.2 pav.).
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1.2 pav. Metastaziné kaskada. Lastelés-lastelés adhezijos netekimas leidzia piktybinéms
lasteléms disocijuoti nuo pirminés auglio masés, o pokyciai lgstelés-matrikso sgveikoje
leidZia lasteléms verztis j aplinkui auglj esanciag stroma — tai invazijos etapas. Invazijos metu
i§skiriamos medziagos, kurios degraduoja pamating membrang ir uzlastelinj matriksa, taip pat
kinta raiSka baltymy, dalyvaujanciy lasteliy judrume ir migracijoje. Antrajam etapui,
intravazacijai, svarbus angiogenezés procesas — auglio kraujagysliy tinklo formavimas
suteikia metastazuojancioms lgsteléms galimybe patekti | bendra kiino kraujotakos sistemg ir
nukeliauti j tolimas organizmo vietas. Intravazacijos etapa pasiekusi auglio lastelé
kraujagyslése saveikauja su endotelio lgstelémis silpnais rySiais. Galiausiai jvyksta treciasis
etapas, ekstravazacija: susidaro tvirta vézinés-endotelio Igsteliy adhezija, véziné lastelé
prasiskverbia per endotel]j ir pamating membrang. Tokiu biidu auglio Iastelés prasiskverbia j
naujg audinj, kuriame gali formuoti antrinj vézio zidinj (Martin et al., 2013; Pachmayr et al.,
2017).

Ankstyvojoje stadijoje, véZinés lastelés yra izoliuotos pirminiame auglyje, kuris yra
ribojamas ji supanciy audiniy. Ligai progresuojant, dél genetiniy/epigenetiniy polinkiy,
aplinkos sgveikos/stumuliacijos ar $iy abiejy priezas¢iy kartu, dalis véziniy Iasteliy auglyje
tampa labiau agresyvios ir pralauZia aplinking struktiirg. Tokios lastelés arba tiesiogiai
verziasi ] aplinkui auglj esantj audinj, arba pasklinda per limfing ar kraujo sistemg. Tiesiogine
audinio invazija gali nulemti vézio plitimg | Salia esancius audinius ar organus, tuo tarpu
limfatiniai ir kraujagysliy keliai nunesa véZines Igsteles 1§ pirminés auglio vietos ] tolimus
organus. Tiek limfatinis, tiek hematogeninis plitimas daznai aptinkamas pazengusio vézio
pacientuose, taciau gali vykti ir ankstyvose véZio stadijose. Metastazés procesas sudétingas,
jame dalyvauja daug lasteliy, veiksniy. Vystantis ir progresuojant pirminiam augliui, tam tikri
jame esantys klonai gali turéti reikiamas genotipines ir fenotipines characteristikas,
leidziancias saveikauti su vietine mikroaplinka (Martin et al., 2013).

VéZio metastazés yra auglio piktybisSkumo pozymis, kuris prasideda procesu, vadinamu

epiteline-mezenchimine tranzicija (EMT). Jo metu poliarizuotos epitelinés Igstelés tampa
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nepoliarizuotomis mezenchiminémis lgstelémis, kurios pasizymi padidintu judrumu ir
invazyvumu (Thiery, 2002; Pal et al., 2019; Lee et al., 2017). Apie 90% su véziu susijusiy
mir¢iy yra lemiamos metastaziy. Epitelinés lgstelés patiriancios EMT jgyja j vézines
kamienines lgsteles (CSC) panasy fenotipg ir geba formuoti naujus auglius (Pal et al., 2019).

EMT programa susijusi su piktybiSkumu, invazija ir metastazémis dar vadinama EMT
tipu 3, kad biity atskirta nuo EMT, susijusios su embriogeneze (tipas 1), ir audinio
regeneracija (tipas 2) (Fedele et al., 2017).

E-kadherinas yra labai svarbus epitelinis markeris, kuris suteikia lgsteléms epitelinj
fenotipa, tuo tarpu E-kadherino netekimas sukelia EMT. E-kadherinas gali biiti nuslopintas
dél jvairiy transkripcijos veiksniy veiklos. Transkripcijos veiksniai - Snail 1 ir Snail 2 (dar
zinomas kaip Slug), ZEB1, ZEB2, i Kruppel panasus veiksnys 8 (KLFS8), Twist, limfoidinj
enhancerj prisijungiantis veiksnys-1 (LEF-1) ir fork-head box baltymas C2 (FOXC2) - gali
prisijungti prie E-kadherino promotoriaus ir slopinti jo transkripcija tiesiogiai ar netiesiogiai
(Lee et al., 2017).

Jean Paul Thiery pateiké i§samig apzvalga kaip EMT galéty dalyvauti metastazése,
vienoje 18§ publikacijos iliustracijy apibendrintai parodytas EMT vaidmuo karcinomos
metastaziy susidarymo eigoje (1.3 pav.) (Thiery, 2002).

EMT mechanizmo aiSkinimu bandyta surasti analogijg tarp normaliy lasteliy elgesio
metazoinés morfogenezeés metu ir véziniy lasteliy elgesio auglio progresijoje. EMT adaptacija
1 véZiniy geny teorija pasiilé id¢ja, kad metastazés yra genominiy pakitimy ir kloninés
atrankos serijy pabaigos taskas. Vis délto, sunku suprasti, kaip geny mutacijy rinkinys, i$
kurio daugelis mutacijy yra atsitiktinés ir Zalingos, galéty sukurti 1gsteles gebancias s€kmingai
pereiti visus metastazés etapus (Seyfried & Huysentruyt, 2013). EMT kelia mokslininky
susidomejima siekiant §j procesg lemian¢ius komponentus panaudoti kaip taikinj prieSvéZinei
terapijai, taCiau reikalinga surinkti daugiau ziniy apie EMT vaidmenj metastazés procese, jo

valdyma ir reversija (Roche, 2018).
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1.3 pav. EMT ir MET karcinomos progresijoje. Normaliame epitelyje, ribojamamame
pagrindo membranos, gali susidaryti lokalts proliferuojancios adenomos zidiniai. Tolesné
transformacija vykstanti dél epigenetiniy ir genetiniy poky¢iy lemia karcinomos susidaryma in situ,
lastelés vis dar ribojamos pagrindo membranos. Tolesni lasteliy pokyciai gali sukelti vietinj
karcinomos lasteliy iSplitima, galimai per EMT. Jvykus pagrindo membranos fragmentacijai, lastelés
gali prasiskverbti  limfing ar kraujo sistema (intravazacija), kurioje jos transportuojamos j tolimus
organus. Pavienés karcinomos lastelés ekstravazacijos budu patekusios j naujus audinius, gali i8likti
pavienés ir sudaryti mikrometastazes, arba gali formuoti naujg karcinoma vél tapdamos j epitelines
panasias lasteles per EMT atvirkstinj procesg — mezenchimine-epiteling tranzicija (MET). (Thiery,
2002)

1.3.1 Metastazes skatinantys veiksniai

Genai, skatinantys Igstelés judruma, EMT, ECM degradacija, angiogeneze ar gebéjima
iSvengti imuninés sistemos yra apibadinami kaip metastaziy iniciacijos genai (Martin et al.,
2013).

TGF-P signalai atlicka svarby vaidmenj jvairiose lgstelinése funkcijose ir vystymosi
procesuose, tarp kuriy geriausiai iStyrinétas signalinis kelias suzadina EMT. TGF-f signalas
sukeliamas prisijungus TGF-B ligandui prie tipo II ir tipo III receptoriy (TGF-BRII ir TGF-
BRIII). Sis jvykis sukelia TGF-PRI surinkimg ir fosforilinima. Fosforilintas TGF-BRI
aktyvuoja jvairius signalinius kelius, tarp jy SMAD2/3, Ras ir PI3K, kurie suzadina EMT
sukelianéiy transkripcijos veiksniy tokiy kaip Snail1/2, Twist ir ZEB1/2 reiskg (Martin et al.,
2013, Lee et al., 2017). Sie transkripcijos veiksniai gali sukelti tokius efektus kaip E-
kadherino raiSkos supresija, p53 baltymo degradacija, reguliacinés miRNR miR-34 slopinima
ir kt. (Lee et al., 2017).
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Wnt/p-katenino signalai yra vieni i§ pagrindiniy signaliniy keliy, kurie reguliuoja
lasteliy proliferacija, apoptoze ir EMT, tokiu biidu skatinant vézio iniciacijg ir progresija (Lee
et al., 2017). Wnt signalams aktyvuoti prie plazminéje membranoje esanciy Fzd receptoriaus
ir LRP 5/6 koreceptoriaus turi prisijungti Wnt glikoproteinai. Receptoriaus aktyvacija slopina
destrukcijos kompleksg Axin2/APC/GSK3 per disheveled (Dsh). Kai Axin2/APC/GSK3
kompleksas yra nuslopintas, B-kateninas gali kauptis citoplazmoje ir persikelti j branduol;.
Branduolyje B-kateninas aktyvuoja TCF/LEF Seimos transkripcijos veiksnius, kurie aktyvuoja
adhezijos molekulés, kurios skatina CSC susidarymg. Pvz., adhezijos molekule CD44
koduojantis CD44 genas yra vienas i§ katenino-TCF taikininiy geny, kuris lemia CSC bruozy
vystymasi. CD44 padidinta raiska yra CSC zymuo ir susieta su pazengusiomis véZio
vystymosi stadijomis jvairiuose organuose (Basu et al., 2018).

Notch signalai svarbtis daugelio lasteliniy procesy reguliacijoje - apoptozéje,
migracijoje, invazijoje ir angiogenezgeje. Saveika tarp Notch ligando ir transmembraninio
receptoriaus sukelia serijg proteolitiniy skaldymy, kurie sukelia Notch vidulgstelinio domeno
(NotchIC) atskélimg ir translokacija j branduolj. Branduolyje NotchIC reguliuoja jvairiy geny
raiSka ir tokiu biidu lemia jvairiy lastelés procesy eiga, jy tarpe ir EMT. Normaliose lastelése,
Notch signalinis kelias dalyvauja specifinio tipo EMT, kuris reikalingas Sirdies vystymuisi —
padidinama SNAIL (Snail) raiSka endotelinése Igstelése. Epitelinése vézio Igstelése, ligando
suzadintas Notch signalinis kelias padidina SNAI2 (Slug) raiska — $is genas koduoja E-
kadherino transkripcijos represoriy. Kitos Notch signalinio kelio sasajos su EMT skatinimu
yra Snaill, hipoksijos indukuojamo veiksnio 1a (HIF-1a) raiskos padidinimas, citoplazminio
[-katenino stabilizacija, miR-200 raiskos slopinimas (Lee et al., 2017).

Hedgehog (Hh) signalinis kelias yra labai svarbus embriogenezés reguliacijoje ir
palaikant suaugusiojo audiniy homeostaze, taip pat atlieka vaidmenj ir vézio vystymesi. Hh
dalyvauja audiniy susidaryme ir remodeliavime reguliuvodamas Hh-jautriy Igsteliy
gyvybingumg ir gebéjimg migruoti bei auglio metastazés procese reguliuodamas EMT. Yra
zinomi 3 Hh homologai zinduoliuose — Desert (Dhh), Indian (Ihh) ir Sonic (Shh). Geriausiali
tarp jy iSstudijuotas yra Shh. Pakitusi Shh raiska identifikuota jvairiose vézio formose (Lee et
al., 2017; Skoda et al., 2018). Hh ligandai jungiasi prie lgstelés pavirSiuje esanéiy
transmembraniniy baltymy, vadinamy Patched homolog 1 (PTCH 1) ir PTCH2, per kuriuos
perduodami vidulasteliniai signalai. Nesant Hh ligando, PTCHI1 ir 2 neleidzia vykti didelei
Smoothened (Smo), 7 kartus lgstelés membrang perveriantis receptorius. Kai uz lgstelés riby

yra Hh molekuliy, kurios jungiasi prie PTCH1/2, yra aktyvuojamas Smo. Smo aktyvacija
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suzadina Gli Seimos TFs, kurie stimuliuoja taikininiy geny,tokiy kaip SNAII1, raiska. Hh
signalinis kelias taip pat gali netiesiogiai sukelti EMT per Notch, TGFp ar miRNR signalinius
kelius (Lee et al., 2017).

1.3.2 Metastazes slopinantys veiksniai

Metastaziy supresoriy genai slopina metastazes bet kuriame metastazinés kaskados
zingsnyje. Sie genai slopina véZiniy lasteliy metastazes in vivo be tumorigenigkumo
blokavimo. Yra identifikuota keletas metastazes supresuojanéiy geny - nemetastazinis genas
23 (NM23), Kangai 1 (KAI1), KISS1, mitogeny aktyvuojamos proteiny kinazé 4 (MKK4),
krities vézio metastazés supresorius 1 (BRMS1), Rho GDP disociacijos inhibitorius 2
(RhoGDI2), kofaktorius reikalingas Sp1l transcripcijos aktyvacijos subvienetui 3 (CRSP3),
vitamino D3 reguliuojamas baltymas 1 (VDUPI). Siy metastazés supresoriy geny
iSreguliavimas buvo aptiktas tam tikro tipo vientisuose augliuose (Martin et al., 2013).

Tarp metastazes slopinanciy veiksniy taip pat svarbis dalyviai yra mikroRNR
(miRNR). Tai yra nekoduojan¢ios RNR molekulés, sudarytos i mazdaug 19-25 nukleotidy,
kurios gali nuslopinti savo taikinius per iRNR destabilizacijg ir transliacijos slopinima.
Zinomos kelios miRNR, kurios taikosi j EMT transkripcijos veiksnius: miR-200 $eimos
nariai, tokie kaip miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, miR-429 ir miR-205 sgveikauja
su ZEB1/2 ir tokiu biidu slopina EMT procesa (Lee et al., 2017). Kiti miRNR, dalyvaujanciy
EMT slopinime pavyzdZiai: nustatyta, kad miR-29b slopina prostatos vézj sumazindamos
Snail ir Twist kiekj (Ru et al., 2012), miR-30 slopina TGF-B1 sukelta hepatocity migracijg ir
neigiamai reguliuoja Snaill raiskg (Zhang et al., 2012), miR-302 ir miR-372 taikosi j TGF-
BRII ir slopina Slug ekspresija zmogaus keratinocituose (Subramanyam et al., 2011), miR-204
taikosi ] TGF-BRII ir palaiko epitelio integralumg tinklainés pigmentiniame epitelyje (Wang
et al., 2010). Be to, aptikta jvairiy EMT programg veikian¢iy miRNR, kurios sgveikauja su
lastelés architektiiriniais komponentais kaip tvirtosios jungtys, lastelés-1astelés adhezija,
epitelinés jungtys (Limouille et al., 2013). Individualiy miRNR veiksmai reguliuojant EMT
gali veikti keliais skirtingais biidais: dvi atskiro tipo miRNR gali kooperuotis reguliuojant
vieno EMT komponento raiska, ar vieno tipo miRNR gali kontroliuoti ne vieng EMT

signalinio kelio dalyvj (Limouille et al., 2013).
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1.4 Uzlastelinis matriksas
1.4.1 Uzlastelinio matrikso funkcijos

UZlastelinis matriksas (ECM) dazniausiai apibréziamas Kaip nelgstelinis audinio
komponentas, kuris suteikia tiek biocheminj, tiek struktarinj palaikyma Igstelinéms
struktiiroms (Walker et al., 2018). ECM atlieka ne tik tarplastelinio uzpildo vaidmenj, taciau
yra fiziologiskai aktyvus gyvo audinio komponentas, atsakingas uz lasteliy tarpusavio
komunikacija, lasteliy adhezijg ir proliferacijg. FundamentiSkai, ECM yra tinkliska struktira,
sudaryta i§ vandens, mineraly, proteoglikany ir fibriliniy baltymy, kurie i$skiriami audinio
lasteliy. Kiekvienas organas turi unikalia ECM komponenty sudétj, lemiancig audiniui
specifinj ECM vaidmenj. Unikali sudétis sukuriama déka biofizinio ir biocheminio atsako tarp
Igsteliy ir jas supanc¢ios mikroaplinkos audinio formavimosi metu. Kiekvienam specifiniam
audiniui, ECM komponentai sukuriami ir isdéstomi audinio Igsteliy priklausomai nuo audinio
poreikiy. Svarbiy fibriliniy baltymy, tokiy kaip kolagenas ir lamininas, gamyba yra
komtroliuojama ECM ir yra adaptuojama priklausomai nuo jvairiy embrioninio vystymosi
stadijy ar ligos progresijos. Kaip labai dinamiska struktiira, ECM yra nuolat pertvarkomas, jos
komponentai yra nuolat degraduojami ar modifikuojami. Siuose procesuose pagrindinj
vaidmenj atlieka baltymai — ECM proteinazés. Balansas tarp ECM degradacijos ir sekrecijos
yra reguliuojamas ECM modifikuojanciy lgsteliy, kurios atsakingos uz jtempimo homeostazg
ir kiekvieno organo savybiy, tokiy kaip elastisSkumas ir spaudimo/tempimo stiprumo,
palaikymas. In vitro sglygomis, dauguma lasteliy iSlicka gyvybingos tik prikibusios prie
substrato. [vairtis Igsteliniai augimo veiksniy receptoriai ir adhezijos molekulés i$sidés¢iusios
lastelés plazminéje membranoje, tokios kaip integrinai, yra atsakingos uz Iastelés gebéjima
sukibti ir komunikuoti su ja supancia aplinka. Lastelés reaguodamos j ECM signalus, tokius
kaip erdvinis kontekstas ar mechaninis aplinkos kietumas, koordinuoja savo morfologine
organizacija ir signalinius jvykius per geny transkripcijos reguliacija. Sis procesas, kurio metu
lastelé iSorinius mechninius stimulus pavercia j vidulastelinj cheminj signalg yra zinomas kaip
mechanotransdukcija. Lasteliy jautrumo lygis atsakant j biofizikinius ir biocheminius ECM
signalus lemia audinio homeostaze, kurios déka palaikomas normalus jj sudaranciy lasteliy
funkcionavimas. Esant ECM remodeliavimo reguliacijos sutrikimams, gali pasireiksti jvairiy
formy audinio fibrozé, kuri charakterizuojama sutankéjusiu ECM ir padidéjusiu audinio
kietumu. Sutrikusi audinio homeostazé gali lemti ir vézio vystymasi (Walker et al., 2018).

Anksciau buvo manyta, kad ECM yra kaip inertiSkas karkasas, suteikiantis lasteléms

atramg. Dabar Zinoma, kad ECM tarnauja kaip sukibimo pavirSius, kontroliuojantis lasteliy
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adhezijg ir migracijg. Taip pat, ECM komponentai gali turéti augimo veiksniy prisijungimo
vietas, kuriy déka gali biiti kontroliuojamas augimo veiksniy paleidimas ir pristatymas
tikslinéms lasteléms. Be to, ECM perduoda Igsteléms mechaninius stimulus, kurie aktyvuoja
kelis vidulastelinius signalinius kelius ir Igstelés citoskeleto aparatg (Walker et al., 2018).

ECM dalyvauja lasteliy migracijoje, Sis procesas labai svarbus audinio vystymuisi.
Lastelés migruoja i§ regiony, turin¢iy mazesn¢ ECM koncentracijg didesnés link. Tai vyksta
dél adhezijos gradiento — toks lgstelés migravimo tipas yra zinomas kaip haptotaksis. Vis
délto, jei ECM koncentracija yra per didel¢, lastelés patiriama adhezijos jéga tampa per didelé
joms toliau migruoti. Lastelés migracija koordinuojama adhezijos ir deadhezijos jvykiy
sgveikaujant lastelei su ECM. Proteazés, kurios degraduoja ECM komponentus taip pat
tarnauja lasteliy migracijai per procesus, kuriy metu vyksta sgveikos su MMPs, adamlizinais,
meprinais, metaloproteinaziy inhibitoriais (MMPISs) ir kitais baltymais. Vystymosi metu ECM
remodeliavimas vyksta nuolat — komponentai ir jy koncentracijos yra nuolat modifikuojami ir
tai diktuoja sglygas vystymosi programai (Walker et al., 2018).

Déka savo fizikiniy savybiy, ECM daro jtakg lasteliy lem¢iai. Reaguodamos j skirtingo
kietumo aplinka, lastelés gali aktyvuoti skirtingus vidulastelinius signalinius kelius. Pvz.,
Engler et al. parodé, kad kai mezenchiminés kamininés lgstelés (MSC) yra kultivuojamos ant
skirtingo elastingumo kolageno pavirSiaus, Sios lgstelés diferenciavosi | osteocitus, miocitus
ar neuronus ant substraty, kurie savo kietumu buvo panasis j nataralius organizmo audinius.
Gauti rezultatai leidzia manyti, kad mechaniniai aplinkos signalai perduodami j branduolj
veikia lasteles biochemiskai ar biofizikiniu budu (Walker et al., 2018).

1.4.2 Pagrindiniai ECM komponentai

ECM yra sudarytas i$ jvairiy baltymy, kurie formuoja skirtingas struktiiras ir pasizymi
skirtingomis savybémis. Pagrindiniai ECM komponentai yra kolagenas, proteoglikanai,
lamininas ir fibronektinas (Walker et al., 2018; Henke et al., 2019). Taip pat egzistuoja Siy
komponenty subtipai, kurie specifiskai lemia tam tikras ECM funkcijas, bendrg strukttirg ir
savybes.

Kolagenas yra svarbiausias ECM komponentas ir labiausiai zmogaus audiniuose
paplites baltymas. Iki Siol atrasti 28 unikaliis kolageno subtipai. Kiekvienas i$ jy yra sudarytas
i$ homotrimery arba heterotrimery, formuojanciy kairés rankos sukimo spiralines a grandines,
kurios tarpusavyje sudaro trigubas desinés rankos sukimo spiralines struktaras. Kolageno
superSeima yra didelé baltymy grupé, kuriai budingas Gly-X-Y motyvas. X ir Y jprastai buina

prolinas arba hidroksiprolinas. Nors kolageno struktiiroje yra daug prolino, desinés rankos
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sukimo spiraline struktiirg stabilizuoja glicino molekulés, susijungusios vandeniliniais rysiais

ir elektrostatinés sgveikos, kuriose dalyvauja lizino ir aspartato molekulés (zr. 1.4 pav.).
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1.4 pav. Apibendrinta kolageno molekulés struktiira. a) triguba kolageno spiralé, b) viena
i§ spirale sudaranc¢iy grandiniy, ) aminortigsc¢iy iSsidéstymas grandinéje (Knupp & Squire,
2003).

Fibriliniai kolagenai formuoja sitilines strukttiras, kurios aptinkamos sausgyslése,
kremzliniame audinyje, odoje ir ragenoje. Dazniausias fibrilinio kolageno tipas yra kolagenas
I, kuris aptinkamas jungiamuosiuose audiniuose nuo odos iki kaulinio audinio. Kolagenas |

dalyvauja tokiuose procesuose kaip Zaizdy gijimas ir organy vystymasis.

Visi fibriliniai baltymai i$ pradziy sintetinami kaip pirmtakai, véliau o grandinés
sujungiamos kartu siurks¢iajame endoplazminiame tinkle — pradedamos formuoti trigubos
spiralinés strukttros. Prolinai ir lizinai yra hidroksilinami, kolageno molekulé yra
glikozilinama ir taip inicijuojamas trigubos spiralés susidarymas. Prokolagenas tuomet
nune$amas j Goldzio aparata, kuriame molekulé yra paruo$iama lgsteliniam eksportui.
Prokolageno apdorojimas vyksta arba ECM sekrecijos metu, arba po jos. C galo peptidas yra
nukerpamas specifiniy matrikso metaloproteinaziy (MMPS). Jeigu Sis peptidas néra
pasalinamas, kolageno molekulé pasizymi tirpumu ir neformuoja fibriliniy struktary.
Kolageno tipo I, Il ir Il N-propeptidai taip pat yra nukerpami, tuo tarpu tipo V, X1 ir kity
fibriliniy kolageny N-propeptidai yra paliekami. Tai keicia gijos formg ir skersmenj,
nepaveikiant gijos susidarymo. Kolageno V ir XI N-propeptidai issikisa tarpuose tarp
kolageno molekuliy ir tokiu budu neleidzia vykti Soniniam molekuliy augimui, kuris gali
jvykti dél molekulés erdviniy kliai¢iy ar kraviy saveiky. Siuo metu manoma, kad V ir X1 tipo

kolagenas dalyvauja kolageno gijy susidarymo reguliavime. Tyrimuose su pelémis buvo
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nustatyta, kad nesant V tipo kolageno nesurenkamos kolageno molekulés gijoms susidaryti ir
bendrai pastebéta, kad tokiose pelése daugelyje audiniy yra nedidelis kolageno kiekis (Walker
et al., 2018). Susiformavus mikrofibriléms, jos gali jungtis tarpusavyje ir sudaryti stambesnes
gijas. Sis procesas reguliuojamas baltymy, vadinamy mazais, daug leucino turin&iais
proteoglikanais (angl. small leucine rich proteoglycans, SLRP). Tokie SLRP kaip
dekorinas ir biglikanas turi motyvus jungimuisi su kolagenu ir gali reguliuoti gijos augima,
jos dydj, morfologija ir sudétj.

Kita kolageny subseima yra su fibrilémis asocijuoti kolagenai su pertrauktomis
spiralémis (angl. fibril-associated collagens with interrupted helices, FACIT), kurie
neformuoja gijy, bet sgveikauja su kolageno mikrofibriliy pavir§iumi. Jy pagrindiné funkcija -
formuoti aukstesnio lygmens struktiiras jungiantis su kitais ECM baltymais, tokiais kaip
SLRP ir proteoglikanai. Kolageno struktiiros toliau stabilizuojamos baltymy liziloksidaziy
(LOX), kurios lemia mechaniskai tvirtos struktiiros sudaryma: N ir C terminaliniai galai
kolageno molekulése yra kovalentiskai suriSami LOX fermento tiek kolageno mikrogijos
viduje, tiek tarp keliy atskiry mikrogijy. Be fibriliniy ir FACIT subSeimy dar egzistuoja
tinklus formuojantys kolagenai, tokie kaip IV, VIII ir X tipo kolagenai. Sie kolagenai
aptinkami pamatiniy membrany bazalin¢je laminoje. Kolagenas IV formuoja tetramera per jy
7S N-terminalinj domeng. Kiekvienas kolageno IV tetrameras yra su kita kolageno IV
tetramero molekule jungiasi per jy C-terminalinj NC1 domeng kiekvienoje o grandinéje ir
susidaro heksameras. Sie du kolageno IV domenai leidzia suformuoti stabily kolageno tinkla,
kuris atskiria bazaling laming nuo tarpinés stromos.

Nors skirtingo tipo kolagenai gali sudaryti jvairaus tipo auks$tesnio lygmens molekulines
strukturas, kurios sudaro ECM architektiiros pagrinda, kiti ECM baltymai kaip proteoglikanai,
lamininai ir fibronektinas taip pat yra svarbiis dalyviai. Sie baltymai daro didelg jtaka ECM
cheminéms ir fizinéms savybéms, turi augimo veiksnius prisijungiancius motyvus. Jie taip pat

dalyvauja kaip priemoné komunikacijai tarp ECM ir lasteliy (Walker et al., 2018).
1.4.3 ECM ir mechaninis lasteliy atsakas

Mechaninés ECM savybés, t.y. ECM kietumas, yra gyvybiskai svarbi fiziné savybé,
lemianti Igstelés likimg ir jos funkcijas, dalyvauja reguliacijoje daugelio svarbiy lastelés
procesy, tokiy kaip: Igstelés proliferacija, migracija, plitimas, morfologija ir kamieniniy
lasteliy diferenciacija (Sunyer et al., 2012; Lin et al., 2015; Mih et al., 2011). Organizme
lasteliy mikroaplinkos kietumas, kuris yra jvertinamas paskaliais (Pa), labai varijuoja

priklausomai nuo audinio, pvz. smegeny - 260-490 Pa, kepeny - 640 Pa, inksty — 2,5 kPa,
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skeleto raumeny — 12-100 kPa, kremzliy — 950 kPa. Taip pat, lokalus kietumas gali stipriai
skirtis — susidaro dideliy skirtumy kietumo gradientai, kurie yra blidingi pereinamiesiems
audiniams. Audinio kietumo variacijos gali susidaryti ir esant pataloginiams reiskiniams, pvz.
formuojantis augliui. Pastebéta, kad augliai yra kietesni nei juos supantis sveikas audinys
(Sunyer et al., 2012). Kietumo skirtumai atlieka svarby vaidmenj tokiame procese kaip
kryptinga fibroblasty migracija, kurie juda i§ minksty j kietus ECM regionus. Sis kryptingas
judéjimas dar yra vadinamas durotaksiu arba mechanotaksiu. Mezenchiminés kamieninés
lastelés diferencijuojasi po durotaksio peréjimo ir jy specializacijos lygmuo priklauso ne tik
nuo vidutinio aplinkos kietumo, bet ir nuo kietumo variacijos. Manoma, kad kietumo
gradientas taip pat svarbus vedlys migruojant ir vézinems lasteléms pereinamajame ECM link
intravazacijos srities (Sunyer et al., 2012). Kad lastelés gebéty skirtingai elgtis skirtingo
kietumo ECM, jos turi pasizyméti gebéjimu aptikti ir reaguoti j mechaninius ECM skirtumus.
Sis gebéjimas vadinamas , kietumo jutimu®. Parodyta, kad lastelés reaguoja j aplinkos
kietumg per dinaminj integriny klasterizavimo reguliavima, fokalinés adhezijos kompleksy
sudaryma ir aktino filamenty remodeliavima. Déka citoskeleto filamenty ir adhezijos baltymy
pergrupavimo kinta lgstelés morfologija ir gebéjimas migruoti, kurie charakterizuoja lgstelés

transformacijg (Lin et al., 2015).

1.4.3.1 Fokalinés adhezijos

Kontaktuodamos su standziais pavirsiais, po plazmine membrana lgstelés paprastai
formuoja baltyminius kompleksus, vadinamus fokalinémis adhezijomis (FA) arba
sutelktiniu sgly¢iu. FA yra lgstelés-ECM saveikos centrai, perduodantys mechaninius
signalus i§ ECM 1| lastelés citoskeleta. Fokalinés adhezijos yra sudétinés struktiiros, kurias
galima suskirstyti ] transmembraning ir vidulasteling dalis. Vidulgsteliné dalis sudaryta 1§
pastoliniy (angl. scaffolding), prijungianciy (angl. docking) ir signaliniy baltymy, kurie
tarnauja kaip sgsaja tarp transmembraniniy komponenty, tiesiogiai sgveikaujanciy su ECM ir
aktino citoskeletu. Molekuliné FA kompozicija yra labai variabili ir jautri ECM sudéciai, kuri
juntama per integriny sgveikas. Skirtingas integriny klasterizacijos lygis, apsprendziamas
tarpy ir prieinamumo prie ECM adhezijos viety, nulemia vidulgsteliniy FA baltymy
komplektavimg (Martino et al., 2018). Tyrimais nustatyta, kad ant kieto pavirSiaus (> 1 GPa)
kultivuojamose lastelése integrinai yra stipriau reiskiami ir klasterizuojami, Igstelés formuoja
daugiau FA ir sgveikauja didesniu pavirSiaus plotu, lyginant su Igsteliy kultiiromis,

augintomis ant minksto pavirsiaus (20 ar 0,2 kPa) (Yeh et al., 2017). Dalis vidulasteliniy FA
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baltymy yra pasizymintys mechanojautrumu, kiti atliecka iSorés-vidaus signaly perdavimg. FA
aparatas pavaizduotas 1.5 pav. (Martino et al., 2018)

Cytoplasm

1.5 pav. Pagrindiniai mechanojutimo komponentai fokalinés adhezijos srityje,
dalyvaujantys lastelés-ECM saveikoje. Uzlasteliniai kietumo poky¢iai, jtampa ar kiti
mechaniniai stimulai yra atpaZjstami integriny I'T sankaupy, kuriy morfologiniai pokyc¢iai ar
pasiskirstymas prijungia FAK. TLN, VCL, PAX ir adaptorinis baltymas p130Cas susijungia
tarpusavyje ir perduoda mechaninius signalus i$ integriny aktinui. FA branduolyje, VASP,
ZYX ir ACTN kompleksas tiesiogiai reguliuoja aktino surinkimg ir pokycius. (ACTN - actinin;
FAK - focal adhesion kinase; IT- integrin; PAX - paxillin; TLN - talin; VASP - vasodilator-
stimulated phosphoprotein; VVCL - vinculin; ZYX — zyxin) (Martino et al., 2018).

Integrinai — heterodimeriniai transmembraniniai receptoriai, kuriuos sudaro alfa ir beta
subvienetai [68,70, 71]. Yra zinomi 24 integriny receptoriai zinduoliuose, kiekvienas jy
atpazjsta specifinius ECM ligandus. Integriny vykdoma adhezija prasideda komformaciniais
poky¢iais integrino ektodomene. Jie pakeicia integrino molekule i§ Zemo afiniskumo j auksto
afiniSkumo struktiirg specifiniam ECM ligandui. Kindlinas ir talinas prisijungia prie integrino
citoplazminiy ,,uodegy“ ir skatina integrino aktyvacija (Sun et al., 2016). Nors integrinai
svarbils normaliam lgsteliy mechanojutimui, anomalils integriny mechaniniai signalai gali
dalyvauti auglio lasteliy migracijoje, invazijoje, augime ir metastazése (Cobbout et al., 2020).

Fokalinés adhezijos kinazé (FAK) yra nereceptoring kinaze, kuri perduoda signalus,
vykstant lgstelés FA saveikai su ECM. Be signalinés kinazés funkcijos, FAK taip pat atlieka
pastolinio baltymo vaidmen] sgveikaudama su jvairiais FA sudaranciais baltymais. Per

saveikas FA komplekse, FAK yra veikiama jégy lastelés viduje ir iSoréje. Lasteliy tyrimais
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parodyta, kad padidintos jégos FA aktyvina FAK. Taip pat, atrodo, kad FAK atlieka jégos
jutimo funkecija, kadangi FAK reikalingas lastelés atsakui  iSoriniy jégy poveikj ar migruoti
link kietesnio substrato, kuris leidzia sukurti didesng¢ jéga fokalinése adhezijose. Vis délto,
néra zinoma, ar FAK yra pirmasis atsakantysis dalyvis j lgstele veikiancias jégas, ar FAK
netiesiogiai aktyvinama jégos per aukséiau esancius signalinés grandinés dalyvius (Bauer et
al., 2019).

1.4.3.2 Mechanoatsako dalyviai YAP/TAZ

Transkripcijos koaktyvatoriai Yes-associated baltymas (YAP) ir jo paralogas, WW
domeng turintis transkripcijos reguliatorius 1 (TAZ) dalyvauja daugelyje lastelés procesy
(Dobrokhotov et al., 2018). Skirtingo ECM kietumo jtakoje, YAP/TAZ yra svarbiis dalyviai
reguliuojant lgsteliy proliferacija, diferenciacija, i§likima (Sun et al., 2016). YAP/TAZ yra
lastelés mikroaplinkos struktiiriniy ir mechaniniy poky¢iy jutikliai, reguliuojami tirpiy
uzlasteliniy veiksniy, lastelés-lastelés adhezijos ir mechanotransdukcijos, atlieka pagrindinj
vaidmenj dalyvaujant mechaniniy signaly perdavime branduolio transkripcijos aparatui,
daugiausia sgveikaudamas su TEA domeng turinéiy baltymy Seima. YAP ir TAZ gali biti
lokalizuoti citoplazmoje arba branduolyje. Esant dideliam Igsteliy tankiui Y AP lokalizuotas
citoplazmoje, taciau lastelése, kurios prarado kontakta su Salimais esan¢iomis lastelémis, YAP
persikelia j branduolj. Lasteliy kontakty sklaida su pamatiniu substratu, substrato Kietumas
lemia mechaning jtampa, kuri yra svarbus veiksnys apsprendziant vidulgstelinio YAP
lokalizacijg, atsakant j 1asteliy tankj (Cobbout et al., 2020).

Kanoninis YAP/TAZ reguliavimo mechanizmas yra fosforilinimo kaskada, vykdoma
Hippo signalinio kelio, taciau Hippo kelias néra vienintelis YAP/TAZ reguliatorius.
YAP/TAZ yra identifikuoti kaip mechanotransdukcijos vykdytojai, kurie gali biiti
reguliuojami jvairiy mechaniniy stimuly per Hippo-nepriklausomus signalinius kelius
(Cobbout et al., 2020; Dobrokhotov et al., 2018).

Hippo signalinis kelias slopina YAP/TAZ perkélima j branduolj. Sio signalinio kelio pirmasis
dalyvis - MST1/2—STE20 seimos baltymy kinazés, kurios fosforilina LATS1/2 hidrofobinius
motyvus. Fosforilinimas aktyvuoja LATS1/2, kuri tuomet fosforilina YAP/TAZ serino
liekanas — tokiu budu YAP/TAZ islaikomi citoplazmoje. MST1/2 gali fosforilinti LATS1/2 ir
netiesiogiai fosforilinant SAV1 ir MOB1A/B, kurie tuomet fosforilina LATS1/2. Pries tai
buvo manyta, kad MST1/2 yra pagrindiné LATS1/2 fosforilinanti kinazg, tac¢iau véliau
tyrimais parodyta, kad MST1/2 kiekio sumazéjimas nekeicia YAP fosforilinimo. Paraleliai

MST1/2, MAP4K Seimos kinazés taip pat gali aktyvuoti LATS1/2. Fosforilintas YAP/TAZ
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reaguoja su 14-3-3, kuris blokuoja YAP/TAZ persikélimg j branduolj. Adaptorinis baltymas
a-kateninas stabilizuoja YAP ir 14-3-3 kompleksa, neleisdamas vykti YAP defosforilinimui.
Iskelta priclaida, kad a-kateninas lokalizuojasi ne tik tarplasteliniy jung¢iy komplesuose (AJ)
prie plazminés membranos, bet ir citoplazmoje, kurioje sgveikauja su YAP.

Lastelés prisijungia prie ECM per FA, kurios tarpininkauja tarp ECM lastelés iSor¢je ir
aktino citoskeleto Iastelés viduje. Lastelés reaguodamos j ECM kietumo poky¢ius, keicia savo
formg ir elgseng. Lastelés morfologija ir kontakto su ECM plotas reguliuoja YAP perkélimg j
branduolj, paveikiant nuo LATS1/2 priklausomg Y AP fosforilinima. Integrino signalai
dalyvauja YAP perkélime j branduolj, kai kietas ir fibronektinu turtingas ECM aktyvuoja B1-
integrino—FAK-Src—PI3K-PDK1 signalinj kelia, kuris slopina LATS1/2 ir tokiu biidu YAP
gali persikelti j branduolj ir reiksti savo tranksripcinj aktyvuma. Dar vienas B1-integrino
reguliuojamas signalinis kelias Src-Rac1-PAK taip pat slopina LATS1/2 vykdomg YAP
fosforilinimg. Pak aktyvacija sukelia Merlin baltymo fosforilinimg ir nuslopina §io baltymo
aktyvuma skatinti YAP fosforilinima per LATS1/2. Néra aisku, ar FAK-Src—PI3K-PDK1 ir
Src-Racl-PAK signalai susidaro vienoje kaskadoje, ar veikia lygiagreciai. Dar vienas i$
galimy YAP/TAZ aktyvacijos mechanizmy yra JNK vykdomas Ajuba Seimos baltymo
LIMD1 fosforilinimas, kuris lemia LIMD1 ir LATS1/2 komplekso susidaryma. Esant didelei
AJ asocijuoto aktomiozino jtampai, a-kateninas tampa atviros konformacijos ir pritaukia
LIMD1- LATS1/2 kompleksa. Tokiu budu LATS1/2 kinazinis aktyvumas yra nuslopinamas ir
Y AP gali persikelti j branduolj. Spéjama, kad a-kateninas gali veikti kaip Y AP aktyvatorius ir
slopiklis, priklausomai nuo to, kokio tipo aktomiozino citoskeletas dominuoja (asocijuotas su
FA ar AJ) ir priklausomai nuo citoskeleto jtempimo (Dobrokhotov et al., 2018).

Aplinkos kietumas yra universalus mechaninis veiksnys, kontroliuojantis lgstelés
pasirinkimg daugintis arba mirti. Priklausomai nuo ECM kietumo, lastelés keicia savo
sklaidos ir migracijos potenciala. YAP/TAZ yra aktyvuojami kieto ECM ir iSsitempusios
lastelés formos per integriny signalinius kelius, tuo tarpu minkSta ECM aplinka ir apvali
lastelés forma YAP/TAZ slopina. Ant kieto ECM kultyvuojamose lgstelése aptinkamas
aktyvuotas YAP/TAZ, kurio didzioji dalis lokalizuojasi branduolyje ir didina transkripcinj
aktyvuma, tuo tarpu minkSto ECM aplinkoje YAP/TAZ yra nuslopintas ir relokalizuotas
citoplazmoje. Taigi, kiectame ECM augancios lgstelés skatina proliferacija ir vysto invazyvius
fenotipus padidindamos adhezijos receptoriy raiska ir aktyvuma, taip pat ir

mechanotransdukcijos signalinius kelius (Cobbout et al., 2020).
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1.6 pav. YAP/TAZ reguliuojantys signaliniai keliai. Mélyna spalva pazyméti Hippo
signalinio kelio dalyviai, roZine spalva — susij¢ su FA, geltona — baltymai, priklausantys
tarplastelinéms jungtims.

1.4.3.3 MAPK ir jy vaidmuo ECM kitimo kontekste, sasajos su YAP/TAZ

Mitogeny aktyvuojamos baltymy kinazés (MAPK) — viena i§ didZiausiy transferaziy
grupiy, kuriai priklausantys fermentai katalizuoja baltymy substraty serino ir treonino liekanas
(Jagodzik et al., 2018). MAPK signalinés kaskados atlieka labai svarby vaidmen] perduodant
uzlastelinius signalus j lastelés vidy ir dalyvauja daugelyje lasteliniy procesy: proliferacija,
diferenciacija, apoptoze, angiogeneze, metastazés. Eukariotinése lastelése yra identifikuotos 4
signalinés kaskados: ERK, JNK/streso aktyvuojamos kinazés, p38 ir ERK5. JNK ir p38
kaskados susijusios su stresu ir apoptoze, tuo tarpu ERK/MAPK vyra susije su proliferacija ir
diferenciacija (Guo et al., 2020).

Tyrimais parodyta, kad padidinta mechaniné jtampa gali lemti MAPK signaliniy
kaskady aktyvacija, tarp jy ERK, p38 ir INK. In vitro HCC lasteliy tyrimais parodyta, kad
didéjant hidrogelio kietumui, didéja p-ERK1/2, p-JNK ir p-p38 raiska. Siekiant iSsiaiskinti, ar
minétosios MAPK daro jtaka Y AP raiskai, buvo panaudoti siy kinaziy inhibitoriai. Gauta, kad
p38 ir INK inhibitoriai slopino ir YAP aktyvacija, bei $io baltymo kiekj branduolyje, tuo
tarpu MEK1/2 inhibitoriai neturéjo jtakos. Toliau buvo patikrinta p38 ir JNK inhibitoriy jtaka
Y AP taikininiy geny raiskai ir buvo gauta, kad Sie inhibitoriai Zymiai sumazino didesnio
aplinkos kietumo indukuojama CYRG61 ir CTGF raiska, taip pat minétyjy MAPK inhibitoriai
mazino ir HCC lasteliy migracijos potencialg kietoje aplinkoje, kuris sumaz¢jo iki panaSaus
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lygio su lastelémis, augintomis minksto gelio aplinkoje. Prieita prie iSvados, jog aplinkos
kietumo lemiama Y AP aktyvacija yra priklausoma nuo JNK ir p38 signaliniy kaskady ir ECM
kietumas lemia HCC Igsteliy migracijg per MAPK-Y AP mechanotransdukcija (Liu et al.,
2020). Panasus rezultatai gauti ir mezenchiminése kamieninése Igstelése, kuriose ERK ar JNK
inhibitoriai daro jtaka TAZ aktyvumui ir osteogeninei diferenciacijai atsakant j ECM kietuma
(Hwang et al., 2015). ERK1/2 ir JNK yra susietos ir su ECM degradacija vézinése lastelése.
Sios MAPK tarpininkauja Caveolin-1 vykdomoje MMP-9 raigkos reguliacijoje Ewing
sarkomos Igstelése (Lagares-Tena et al., 2016). Taip pat, nuo MAPK/ERK signalinio kelio
aktyvacijos priklausoma ir MMP-2 bei MMP-7 raiska (Guo et al., 2020).

C-Jun — tai transkripcijos veiksnys, koduojamas geno JUN ir priklausantis AP-1
baltymy grupei. AP-1 baltymai formuoja dimerinius komplesus, j kuriy sudétj gali jeiti $iai
grupei priklausanéiy JUN, FOS, ATF ar MAF Seimy baltymai. (Gazon et al., 2018). c-Jun
aktyvumo reguliacijai daugiausia jtakos turi mitogeny aktyvuojamy baltymy kinaziy
(MAPKSs) signaliniai keliai. Tarp jy c-Jun N-terminalinés kinazés (JNK) ir ERK signaliniai
keliai yra du dominuojantys mechanizmai, kurie fosforilina ir stabilizuoja c-Jun. Aktyvuotas
c-Jun persikelia i§ citoplazmos i branduolj. C-Jun aktyvacija reguliuoja genus, dalyvaujancius
daugelyje su piktybéjimu susijusiy procesy, tarp jy: proliferacija, apoptoze, invazija ir
tumorigeneze. (Qin et al., 2015; Jiao et al., 2010; Vleugel et al., 2006). Chromatino
imunoprecipitacijos analizes atskleide, kad YAP/TEAD kompleksai jungiasi prie regiony
artimy AP-1 prisijungimo vietoms promotoriuose geny, kurie svarbis lgstelés ciklo
progresijai. Sie duomenys leidzia manyti, kad YAP jungiasi su TEAD transkripcijos
veiksniais ir kooperuojasi su c-Jun/c-Fos kompleksu bent dalinai, ir lemia lgsteling
transformacijg sukelian¢ius aktyvumus (Nishimoto et al., 2019).

Augimo veiksniy (GF) signalai per receptorines tirozino kinazes (RTK) aktyvuoja
mazgsias GTPazes RAS, kurios gali perduoti signalus Pi3K-AKT ar klasikiniam RAF-ERK
signaliniams keliams, kurie aktyvuoja TCF ir AP-1 transkripcijos veiksnius. Onkogeny
kooperacija su YAP-TEAD ir AP-1 taikantis j tiksliniy geny promotorius yra gerai i§vystyta
varomoji jéga auglio lasteliy proliferacijai jvairiose vézio formose. RAS signalinis kelias yra
daznai aktyvuojamas mutacijy Zmogaus véziniuose susirgimuose ir gali funkcionuoti
pakeiCiant normaly gyjimo/regeneracijos atsakg j nenutriikstama lgsteliy dalijimasi ir auglio

formavimasi kooperuojantis su YAP/TAZ (Thompson, 2020).

27



1.4.4 ECM Kietéjimas ir vézio vystymasis

Tradicinis pozitris ] véZj pasikeité ir pradedamas atkreipti démesys | ECM vaidmenj
lasteliy proliferacijoje, migracijoje ir apoptozéje. Mikroskopiniame lygmenyje, tam tikras
ECM komponenty issidéstymas ir kryptis sukuria audiniui specifing mikroaplinka, kuri
atlieka reikSmingg vaidmenj ir auglio progresijoje. Dabar yra zinoma, kad ECM vyksta ne tik
lasteliy adhezijai ir migracijai. Mazi pokyc¢iai mikroaplinkos homeostazéje gali turéti
reikSmingg efekta véziniy lgsteliy proliferacijai. ECM svarbiausias komponentas kolagenas
palaiko pagrindines matrikso funkcines savybes, todél kolageno gijy susidarymo ar
degradacijos pokyciai gali lemti ECM homeostazés praradimg. Proliferuojant auglio
lasteléms, aplinkinis ECM patiria didelius struktiirinius pertvarkymus, kurie jvyksta kaip

padarinys dinaminiy saveiky tarp mikroaplinkos ir joje esanciy lasteliy (Zr. pav. 1.7).
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1.7 pav. Audinio piktybéjimas ir ECM pertvarka. 1-3 paveiksluose parodyta kaip
kinta ECM sandara formuojantis augliui. Illiustracijos komponentai nurodyti iliustracijos
desinéje.

Tarp Siame kontekste vykstanciy ECM pokyc¢iy - padidinta fibronektino, kolageny I, III
ir IV sekrecija. Tai parodo, kad auglio progresijai reikalingas nuolatinis kontaktas tarp
mikroaplinkos ir véziniy lgsteliy. Padidintas baltymy gijy susidarymas matrikse skatina auglio
progresija trikdydamas lastelés-l1astelés adhezija, 1astelés poliariSkumg ir tokiu biidu skatinami

augimo veiksniy signalai. Vis délto, kolageno vaidmuo piktyb¢jimui yra nevienareikSmiskas.
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Neseniai atliktos studijos parodé, kad sutankéjes kolageno tinklas skatina auglio progresa dél
padidinto integriny signalo, taciau fibrilinio kolageno I ir III trikumas taip pat skatina
piktybinj lgsteliy elgesj. Galima manyti, kad biomechaninés jégos sukuriamos kolageno gijy
teikia tiek teigiamus, tiek neigiamus efektus auglio progresijos eigoje.

Kolageno tinklo susidarymas gali vykti tick déka fermenty, tiek be jy veikimo.
Fermenty reguliuojamas kolageno tinklo susidarymas pirmiausia kontroliuojamas LOX ir
LOX amino oksidaziy Seimos atstovy. LOX, kuris yra sekretuojamas auglio Iasteliy, yra
atsakingas uz kolageno ir elastino gijy sujungimo katalizavimg. Tai padidina tiek ECM
kietuma, tiek ir Salimais esan¢io ECM tiirj. Padidéjes ECM kietumas aktyvuoja integrinus ir
didina Rho generuojamg citoskeleto jtampa, skatinant fokalinés adhezijos susidarymg ir
Iastelés judruma. Padidintas LOX aktyvumas buvo kliniskai susietas su kolageno tinklo
susidarymu, fibroze ir padidéjusia vézio metastazés rizika. Taip pat, padidintas LOX
aktyvumas randamas ir invazisSkuose augliy pakraséiuose ir siejamas su aktino polimerizacija,
lastelés gebéjimu susitraukti ir migruoti. Pastebéta, kad invazyvios lastelés auglyje
orientuotos iSilgai kolageno gijoms ir tai leidzia manyti, kad kolageno iSsilygiavimas
prisideda prie auglio invazyvumo susidarymo. Manoma, kad tankiai iSilgai i§sidésc¢iusios
kolageno gijos tarnauja kaip kelias proliferuojanc¢ioms neoplastinéms lasteléms — migracijai 18
auglio (Walker et al., 2018).

Véziniams augliams yra buidingas reiSkinys dezmoplazija — tai yra intensyvi fibrozé, lemianti
tankaus ECM susiformavima ir jo komponenty, tokiy kaip kolagenas, fibronektinas,
proteoglikanai ar tenascinas C, kaupimasi auglio viduje. Vézinio audinio stromg didZigja
dalimi sudaro su véziu asocijuoti fibroblastai (CAFs), kuriems biidingas Zymuo - aukStas o-
SMA raiskos lygis. Tokie fibroblastai biidingi ir normaliam gijan¢iam audiniui, taciau
pasibaigus gyjimo procesui, tokiy fibroblasty kiekis sumazéja, tuo tarpu véziniame audinyje
jie egzistuoja ir yra aktyvis nuolat. Teigiama, kad véziniy lasteliy TGF-f aktyvuoja normalius
fibroblastus tapti CAFs, kurie produkuoja daugiau ECM gijy ir lemia dezmoplazijos reiskinj
véziniame audinyje (Pickup et al., 2014; Gkretsi & Stylianopoulos, 2018). ECM kietumo
padidéjimas taip pat gali aktyvuoti kietumui jautry transkripcijos veiksnj YAP, kurio
aktyvuota forma i§ citoplazmos persikelia i branduolj. YAP aktyvacija lemia piktybinius
veézio fenotipus: metastazes, atsparuma kontakto inhibicijai, proliferacijg ir epiteling-
mezenchiming tranzicijg. Vienas i§ klasikiniy Y AP taikiniy — baltymas CCN1, kurio raiska
padidinama uzdegimo, zaizdy gyjimo ir tumorigenezés procesuose (Nukuda et al., 2015; Reid
& Zanivan, 2017). Dezmoplastiniai augliai yra laikomi agresyvesniais, ir tam tikry vézio

formy atvejais siejama su mazesniais pacienty Sansais iSgyventi. ECM fibrozé yra budinga
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tiek véziniam audiniui, tiek piktybéti linkusiam audiniui. Pvz., kepeny cirozes ir cistinés
fibrozés pacienty audiniams yra biidingas nenormalus kolageno kaupimasis, kuris siejamas su
padidéjusia veézio rizika. Taip pat ir padidéjes tankis mamogramose yra siejamas su kolageno
sankaupomis bei padidinta kruties véZzio rizika (Pickup et al., 2014; Gkretsi & Stylianopoulos,
2018).

Vykstant neoplastinei progresijai, ECM kietéjimas ir tankéjimas padidina auglio
kietumg. Pavyzdziui, kriities vézio atveju, sveiko pieno liaukos audinio kietumas yra ~200 Pa,
tuo tarpu vidutinis auglio kietumas yra ~4000 Pa. Taip pat, auglj supanti stroma ir
kraujagysliy tinklas prisideda prie auglio kietumo padidinimo (~800-1000 Pa ir ~450 Pa
atitinkamai), tuo tarpu sveiko audinio ir kraujagysliy tinklo kietumas yra ~200 kPa. Be to,
buvo parodyta, kad auglio epitelis yra kur kas kietesnis, lyginant izoliuotas auglio epitelines
Iasteles ir tai duoda manyti, jog stromos mikroaplinka vaidina svarby vaidmen;j susidarant
mechaniskai kietam auglio fenotipui. Nustatyta, kad matrikso kietumg lemia integriny
klasterizacija, padidé¢j¢s fokaliniy adhezijy atsakas, padidéjes invazyvumas, pakites lastelés
augimas ir morfologija bei padidéjes lastelés gebéjimas susitraukti. Tyrimais parodyta, kad
keli 18 $iy efekty yra sukeliami padidéjusio FAK/Src signalinio kelio aktyvinimo (Kraning-
Rush et al., 2012).

Auglio progresija nuo pirminio auglio iki metastaziSkumu pasiZymincios ligos yra
sudétingas, daugiapakopis procesas, kurio metu vézinés Igstelés sgveikauja su jas supancia
nelgsteline ECM aplinka. Daugelio ECM baltymy raiska ir elgesys reik§mingai pakinta auglio
progresijos metu tiek biochemine, tiek biomechanine prasme ir tokiu biidu pakinta auglio
mikroaplinkos kietumas. Vienas i$ pagrindiniy ECM kietumo kitimo veiksniy yra padidéjes
tipo I kolageno kaupimasis. Fibrilinis kolagenas I sudaro fizinj karkasa, kuris suteikia audiniui
tvirtumo ir kietumo. Kolageno fibriliy tankumas ir i§sidéstymas varijuoja skirtinguose
audiniuose ir suteikia skirtingas mechinines ir biologines savybes organui. Kolageno kiekio,
post- transliaciniy modifikacijy ir sgveiky pokyciai, pastebimi tokiy sutrikimy kaip fibroze ar
vézys atvejais, gali lemti ligos atsiradimg ir progresija. Jau kurj laikg mokslininkams yra
zinoma, kad metastatiné kaskada yra fiziniy poky¢iy reikalaujantis procesas — véZinés lastelés
turi tiek atsilaikyti, tiek pritaikyti jégas aplinkai, kurios padéty Sioms lasteléms prasiskverbti
pro tanky ECM. Taip pat, gebé&jimas prisitaikyti prie fiziniy salygy yra labai svarbus
metastazinei kolonizacijai, kadangi antrinés auglio susidarymo sritys yra labai skirtingos, nei

ta, kurioje susidaré pirminis auglys (Wullkopf et al., 2018).

30



1.5 Poliakrilamidiniai geliai ir ju pritaikomumas aplinkos kietumo tyrimams

Nors daugelis Igsteles biologijos tyrimy atliekama ant stiklo ar plastiko pavirsiy, tokios
salygos mazai atkartoja fiziologines salygas, kokiose lgstelés yra aptinkamos natiiraliai.
Daugelis zinduoliy Igsteliy tipy egzistuoja 3D aplinkoje, kurioje jos yra veikiamos daugelio
cheminiy, fizikiniy ir struktiiriniy veiksniy, kintanc¢iy laike dél atsako j aplinkos stimulg arba
yra lemiami pataloginiy reiskiniy progresijos (Kraning-Rush et al., 2012).

Aplinkos kietumas tapo lgstelés ir biologiniy medziagy tyrimo objektu, kadangi Sis
parametras gali buti kontroliuojamas in vitro saglygomis. Paprastai Siam tikslui pasiekti
naudojami poliakrilamido (PA) geliai, kurie pasirinkti taikyti dél plataus spektro linijiskumu
pasizymincio elastiSkumo, leidzian¢io pamégdzioti jvairiy audiniy kietumus (Mih et al.,2011,
Lee et al., 2016). Akrilamido-bisakrilamido kiekio santykis lemia geliy kietuma, kuris
jvertinamas atomingés jégos mikroskopijos mikrojdubimo (angl. AFM microindentation)

metodu (pav. 1.8) (Mih et al., 2011).
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1.8 pav. Geliy kietumo priklausomybé nuo akrilamido:bisakrilamido santykio
Akrilamido:bisakrilamido kiekis geliuose buvo ekstrapoliuotas i§ ankstesnés studijos (Yeung
et al., 2005), siekiant praplésti gelio kietumo intervalg nuo 0.3 iki 55 kPa, kad buty apréptos
jvairius kiino audinius atitinkancios kietumo vertés. Atominés jégos mikroskopijos
mikrojdubimy metodu jvertintas Young modulis (vienas i$ elastinio modulio tipy). Y asyje
nurodytos elastinio modulio vertés kilopaskaliais (kPa), X asyje — akrilamido ir bisakrilamido
kiekis procentais gelio miSinio sudétyje.

Pastebéta, kad jvairiy Igsteliy linijos yra linkusios daugintis grei¢iau didinant substrato,
ant kurio auginamos lastelés, kietuma. Vis délto, i$skirtiniais atvejais lasteliy linijos pasizymi
nejautrumu aplinkos kietumo poky¢€iams — galima daryti prielaida, kad geb¢jimas reaguoti |
mechaninius signalus gali buti prarastas piktybinés transformacijos metu. Mih et al. nustate,

kad didinant ligando kiekj ant PA gelio iki 12 karty nuo minimalaus aptinkamo ligando
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kiekio, Igsteliy susikaupimas aiskiai padidéja ant minksty substraty, kuriy kietumas 1 ir 6 kPa.
Tuo tarpu, nepaisant ligando kiekio ant substrato, Iasteliy susikaupimas islieka didelis ant
kietesniy substraty, kuriy kietumas 20 ir 55 kPa. Lasteliy proliferacijos padidé¢jimas
priklausomas nuo substrato kietumo buvo patvirtintas pritaikant BrdU inkorporacija, tuo tarpu
lasteliy augimo supresija ant mazos vertés kietumo geliy susieta su padidéjusiu kaspaziy 3/7
aktyvumu (apoptozés indikatorius) (Mih et al., 2011).

Taip pat, PA geliai neskatina baltymy absorbcijos ar lasteliy adhezijos — tai suteikia
geras sglygas kontroliuoti lasteliy adhezijos ligandy funkciniy grupiy prijungima prie gelio
pavirSiaus (Lee et al., 2016). PA geliy sukabinimui su ECM baltymais, kurie yra reikalingi
lasteliy adhezijai, yra panaudojami kabantieji N-hidroksisucinimido (NHS) esteriai. NHS
esteriai acilina lizino liekanas. Viena i$ labiausiai paplitusiy strategijy prikabinti adhezijos
ligandus — panaudoti heterobifunkcing chemiskai sujungianciag medziaga sulfo-SANPAH,
kuris jsiterpia j PA karkasg ir fotolizuoja aril- bei azido grupes. Rezultate gaunamas prie
polimero prijungtas NHS esteris, kuris dalyvauja baltymy aminortg$¢iy acilinimo reakcijoje.
Nors §is junginys placiai taikomas, iSlieka reikSmingas skirtumas tarp junginio serijy, taip pat
imobilizuoti NHS esteriai dalyvauja konkurencingje hidrolizéje baltymy prijungimo
salygomis. Taip pat, Sie esteriai gali reaguoti su bet kuriais aminais baltymuose ir tai lemia
nespecifinj prisiriSima daugelyje viety, tod¢l adhezinio ligando prezentacija yra
nekontroliuojama ir nenuspé€jama. Imobilizuoto ligando orientacija lemia epitopy
pasiekiamuma, o tai savo ruoztu lemia ir lasteliy elges]. Be to, baltymo struktiira ir aktyvumas
gali bati paveikti, jei funkciskai ir struktiiriS8kai svarbios lizino liekanos yra susijungusios su

pavir§iumi (Lee et al., 2016).

1.6 Doksorubicino poveikis

Doksorubicinas (Dox) — plataus spektro prie§vézinis antibiotikas, kuris izoliuotas i§
Streptomyces riisies ir placiai vartojamas kaip prieSvéZzinis preparatas nuo 1974. Dox yra
antracikliny grupei priskiriamas junginys, kuris yra sudarytas i§ 4 Ziedy sistemos, j kurig jeina
chromoforas antrachinonas ir aminoglikozidas (Wakharde, et al., 2018; Cutts et al., 2005). Sis
junginys pasizymi blogu jsisavinimu per burng, mazu pracinamumu ir aukstu toksiSkumu
sveikam audiniui. Doksorubicinas yra injekcinis vaistas, parduodamas komerciniais

pavadinimais Adriamycin, Rubex ir kt. (Wakharde, et al., 2018).

Dox veikia vézines lasteles per interkaliacijg j 1asteliy DNR, dél kurios sudaromi DNR

grandinés triikiai, slopinama DNR sintezé. Taip pat Dox yra topoizomerazés II inhibitorius.
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Be to, Dox sudaro reaktyvias deguonies formas (ROS) — jis yra oksiduojamas j nestabily
metabolita semichinona, kuris yra veréiamas atgal j savo prading forma. Sio proceso metu
susidaro reaktyvios deguonies formos, kurios gali sukelti lipidy peroksidacijg, membranos,
DNR pazeidimus ir oksidacinj stresa, kuris jjungia apoptozés signalinius kelius. Fermentai,

galintys moduliuoti pastarajj Dox aktyvuma yra dalyvaujantys oksidacijos reakcijose, pvz.

NADH hidrogenazés, azoto oksido sintazés, ksantino oksidazés, ir tie, kurie geba deaktyvuoti

radikalus, kaip glutationo peroksidazé, katalazé ir superoksido dismutazé (Thom et al., 2011).

Didesniam terapiniam efektui sukelti, Dox daznai kombinuojamas su kitais chemoterapiniais

junginiais (Wakharde, et al., 2018).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Naudotos medzZiagos

2.1.1 Reagentai

Medziagos pavadinimas

Gamintojas, katalogo nr.

Tris base

Sigma Aldrich, T1503-500G

Glicinas

Thermo Fisher Scientific, 15527-013

Natrio dodecil sulfatas (SDS)

Sigma Aldrich, 151-21-3

Metanolis (MetOH)

Merck KGaA, 67-56-1

Tris hidrochloridas (Tris HCI)

Carl Roth GmbH, 9090.3

Tween 20

Carl Roth, 9127.1

Natrio chloridas (NacCl)

Merck KGaA , 7647-14-5

Lieso pieno milteliai

Merck KGaA, 70166-500G

Akrilamidas

Carl Roth, 0189.2

Bisakrilamidas

Aplichem, A3636,0250

Amonio peroksodisulfatas (APS)

Sigma Aldrich, 7727-54-0

Natrio Sarmo granulés

Merck, 1310-73-2

Tiazolilo mélynojo tetrazolio bromidas (MTT)

Merck, 475989-10GM

TEMED

Carl Roth, 110-18-9

Pierce ECL, HRP substratas

Thermo Fisher Scientific, 32209

OzZkos antriniai antiktinai prie§ pelés IgG

(H+L), HRP konjugatas

Invitrogen, 31430

Ozkos antriniai antikiinai pries§ triusio IgG

(H+L), HRP konjugatas

Life technologies, 65-6120

Tripsinas (250x)

Thermo Fisher Scientific Inc., 27250-018

Penicilinas-Streptomicinas

Gibco, 15-140-122

Fetalinis verselio serumas (FBS)

Gibco, 10270106

Iskovo modifikuota Dulbecco terpé (IMDM)

Gibco, 12200069

Dulbecco modifikuota Eagle terpé (DMEM)

Gibco, 12800-17

Sulfosukcinimidil 6-(4'-azido-2'-
nitrofenilamino)heksanoatas (Sulfo-SAMPAH)

Thermo Fisher Scientific, 22589

2-merkaptoetanolis

Acros Organics, 125472500

(3-Aminopropil)triethoksisilanas
(APTES)

Thermo Fisher Scientific Inc., 80370
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Natrio chloridas (NaCl)

Merck, 106404

Etilendiamintetraacetiné rugstis (EDTA)

Sigma Aldrich, 60-00-4

Fenilmetilsulfonil fluoridas (PMSF)

Merck, 10837091001

Doksorubicinas (Dox)

Sigma Aldrich, D1515-10MG

Geneticinas (G418)

Gibco, 10131035

Polibrenas Sigma Aldrich, TR-1003-G
Triton X-100 Aplichem
Aprotininas Sigma Aldrich

Page-Blue dazas

Thermo Fisher Scientific Inc., 24620

2-propanolis (izopropanolis)

Merck, 109634

Dichlorodimetilsiloksanas (CMS)

Sigma Aldrich

2.1.2 Tirpalai

EDTA-tripsinas

Tripsino ir EDTA tirpalai sumaiSomi atitinkamai 1:4 santykiu.

DMEM ir IMDM mitybinés terpés

Abi mitybinés terpés ruosiamos tokiomis paciomis dalimis: 89% IMDM arba DMEM terpés,
10% FBS ir 1% penicilino-streptomicino. Terpés gali biti paruostos ir be antibiotiko, tuomet
pilama 90% DMEM arba IMDM ir 10% FBS.

Lizés buferis

10mM TrisHCI, pH 7,4, 50mM NaCl, 5mM NaF, 0,1% BSA, 1% Triton X-100. Pries
naudojimg papildomai pridedama fosfataziy ir proteaziy inhibitoriy; 20 pg/ml aprotinino,
1mM PMSF, 2mM NasVOs. Tirpalo pH privedamas iki 7.2 .

Pavyzdzio buferis (4x, 10 mL)
Pilama 4 ml 100% glicerolio, 2,4 ml 1M TrisHCI pH 6,8, 0,8 g SDS, 4mg bromfenolio
melynojo, 3,1 ml vandens. Prie§ naudojima pridedama 0,5 ml 2 — merkaptoetanolio. Laikoma

—20 °C temperaturoje.

Skiriantysis gelis (2 geliams, 1 mm storio)
4 mL akrilamido (4x), 2.7 mL Tris pH 8.8, 3.2 mL distiliuoto H20O. Pac¢iam gale jpilama 77
pL amonio persulfato ir 11 pL TEMED.
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Koncentruojantis gelis (2 geliams, 1mm storio)
0.8 mL akrilamido (4x), 1.3 mL Tris pH 6.8, 2.9 mL distiliuoto H>O, 48 pL amonio persulfato
ir 14 uL TEMED.

Elektroforezés buferis (1L tirpalo)
25mM Tris Base (3.02 g), 0.2 M glicino (14.4 g), 0.1% SDS (1g). Pasvertos medziagos

uzpilamos 1 L distiliuoto H2O.

Pernasos buferis
10mM TrisBase, pH 8,3, 90mM glicino, 0,05% SDS, 10% metanolio. Likes tiiris uzpildomas

distiliuotu vandeniu.

Plovimo tirpalas
150mM NacCl; 10mM TrisHCI, pH 7,5, 0,05% Tween 20.

Blokavimo tirpalas

Paruostame plovimo tirpale iStirpinama 5% lieso pieno milteliy arba 1% jaucio albumino.

Geliai lasteliy eksperimentams

1 kPa gelis (5% Akr + 0,03% Bis): 40% akrilamidas - 125 pl, 2% bisakrilamidas - 15 pl,
TEMED -1 pl, 10% amonio persulfatas (APS) - 10 pl, PBS - 849 pl.

8 kPa gelis (5% AKkr + 0,23% Bis): 40% akrilamidas - 125 ul, 2% bisakrilamidas — 113,6 pl,
TEMED - 1 pl, 10% APS - 10 ul, PBS - 750 pl.

40 kPa gelis (8% Akr + 0,5% Bis): 40% akrilamidas - 200 ul, 2% bisakrilamidas — 240,4 pl,
TEMED - 1 pl, 10% amonio persulfatas (APS) - 10 ul, PBS —548,6 ul.
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2.2 Metodai
2.2.1 Lasteliy infekcija

Metodo eiga:

1 diena: ISs¢jamos taikininés MCF-7 ir virusg produkuojancios PA 317 lastelés, kuriy tankis

apie 300 000 1ast./ml. Lasteléms auginti panaudota DMEM su 10% FBS ir antibiotikais.

2 diena: Sekancios dienos ryta PA 317 lasteliy terpé pakei¢iama j DMEM su 3% FBS laikoma
8-12 val. 37°C temperatiiroje. P0 to terpé surenkama nuo PA317 monosluoksnio, j surinktg
terpe jdedama 4 pg/ml polibreno ir filtruojama per 0,45 pM filtra. 2 ml paruostos terpés
pilama j flakong su taikininémis MCF-7 lgstelémis, inkubuojama 1 val. Per $j inkubavimo
laikotarpj plokstelé su lastelémis pajudinama 1-2 kartus, kad lastelés biity drégnos. Po to
pridedama dar 2-3 ml DMEM su 10% FBS ir 4 ug/ml polibreno, paliekama inkubuotis per
naktj 37°C temperatiiroje.

3 diena: MCF-7 Igsteliy flakonélyje pakei¢iama terpé. Naudojama DMEM su 10% FBS ir

10pg/ml geniticino. Turéty augti tik infekuotos, geniticinui atsparios kolonijos.

2.2.2 Lasteliy lizavimas

Neinfekuotos MCF-7 ir infekuotos MCF-7 AS 2, AS 2.3, AS 2.4 lgstelés 2-3 dienas
auginamos 37°C DMEM terpéje, kol flakonéliuose susiformuoja pilnas monosluoksnis.

Prie$ pradedant lasteliy lizavimg pasiruoSiamas reikiamas lizés buferio taris, pridedami
fosfataziy ir proteaziy inhibitoriai. Lizés buferio pasigaminama tiek, kad papildomai likty apie
2 mL, kuris bus panaudotas baltymy koncentracijos sulyginimui.

Nuo susidariusio monosluoksnio nusiurbiama terpé, praplaunama Saltu PBS tirpalu,
tuomet vel nusiurbiama.

I kiekvieng flakonelj jpilama po 600 pL paruoSto Salto lizés buferio, flakonéliai laikomi
lede 15 min, pavartant, kad monosluoksnis visuomet buty sudrékintas lizés buferio. Tuomet
monosluoksnis nugramdomas nuo pavirsSiaus, palaikoma lede dar 15 min.

Gauta lizuoty lgsteliy masé surenkama j paruostus atSaldytus 1,5 mL meégintuvélius,
centrifuguojama +4°C temperattiroje, 14000 aps./min. Nucentrifuguoty mégintuvéliy dugne
lieka lizuoty lasteliy nuolauzos, supernatante — baltymai. Tolesnei analizei naudojamas tik
supernatantas, kuris yra atsargiai nusiurbiamas ir perkeliamas j naujus lede laikomus

meégintuvelius.
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2.2.3 Baltymuy kiekio sulyginimas Bradfordo metodu

Baltymy kiekio pamatavimui, i§ baltymy supernatanty pasiruosiami 10x distiliuotu
vandeniu skiesti méginiai, t.y. 1:9 supernatanto ir distiliuoto vandens, atitinkamai. Tokiu
paciu budu paruoSiamas ir fonas, kuriam naudojamas lizés buferis. | 48 duobuciy plokstelés
Sulinélius supilama po 250 pL Bradfordo reagento. Pripildoma tiek Sulinéliy, kiek yra
supernatanty méginiy ir 1 Sulinélis fonui. SpL 10X skiesty méginiy ir fono sumaiSoma su
Bradfordo reagentu, atsargiai supipetuojama vengiant burbuliuky susidarymo. Baltymy kiekis
Sulinéliuose jvertinamas spektrometru ties 595 nm bangos ilgiu. I§ gauty rezultaty atimama
fono verte.

Ruosiamas galutinis visy méginiy turis, pvz. 450 mL. Maziausig sugerties verte (A min)
turintis méginys lizés buferiu neskiedZziamas, j naujg lede laikomg mégintuvélj pilama 450 pL
supernatanto. Kity méginiy tiriai paskai¢iuojami remiantis maziausios sugerties verte,
jvertinama kiek reikia pilti supernatanto ir lizés buferio. Méginio ir lizés buferio turis
paskai¢iuojamas Siomis formulémis (turis iSreikstas pL):

\Y méginio — 450 X A min/A meéginio (1)
\Y lizés buferio — 450 - V meéginio
2.2.4 Baltymy denatiiracija

Sulyginti baltymy méginiai sumaiSomi su SB (4x) 3:1 santykiu - 450 pL méginio
maiSoma su 150 pL SB. Méginiai kaitinami termostate 5 min, 95°C. Po kaitinimo méginiai

atvésinami kambario temperattiroje ir perkeliami j —20°C temperatiira.
2.2.5 Baltymy elektroforezé (SDS-PAGE)

IS pradziy sustatomi du stiklai ir rémelis, kuriame bus ruoSiami geliai. Analizei
pasirinktas gelio storis — 1 mm. Pasigaminamas skirianciojo gelio tirpalas, jo pilama
mazdaug 2,5 cm iki mazesniojo stiklo virSaus. ISkart po gelio tirpalo supylimo, ant virSaus
uzpilama 600 pL izopropanolio, kuris islygina gelio pakrastj pasalindamas oro burbuliukus,
palickama gelj sustingti (apie 0,5-1 h). Sustingus skiriamajam geliui, izopropanolis
nusiurbiamas, likuciai sugeriami filtriniu popieriumi. Tuomet pagaminamas koncentruojantis
gelis, tirpalas supilamas ant koncentruojanciojo gelio iki mazesnio stiklo virSaus, iskart
jstatomos Sukos.

Pasiruosiamas elektroforezés buferis, j elektroforezés vonele sustatomi geliai.

Elektroforezés buferiu iki Suky virSaus uzpildoma kamera tarp geliy ir vonel¢ iki nurodytos
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atzymos (priklausomai nuo geliy kiekio). Atsargiai istraukiamos Sukos, i Sulinélius supilama
2-3 pL dazyto baltymy markerio ir po 20 pL kambario temperatiiroje atSildyty meéginiy
(paruosti 2.2.2 - 2.2.4 metodais). Pasirenkama 120-140 V jtampa, jjungiama elektros srove,
paliekama apie 1,5 h, kol baltymy fronto linija pasiekia gelio apacia.

SDS-PAGE metodu visi j gelio Sulinélius uznesti baltymai dél SDS igyja neigiama
kraivj ir juda link teigiamai jkrauto elektrodo, i$ gelio virSaus j apacig. D¢l skirtingos baltymy
molekulinés masés jy judéjimo greitis yra skirtingas — didesni baltymai juda 1é¢iau, todél

i18sidésto gelio virSuje, mazi baltymai juda greiciau ir iSsidésto gelio apatinéje dalyje.
2.2.6 Pusiau sausa baltymy pernasa ant membranos

Kol vyksta elektroforezé, pasiruosiamas pernasos buferis, i$sikerpama skiriamojo gelio
matmenis atitinkanti membrana ir vatmano gabaléliai (1 geliui reikalingi 6 vatmano
gabaléliai). | 2 skirtingus indelius jpilama pernaSos buferio, j vieng jy pamerkiama membrana,
j kitag vatmano gabaléliai, mirkoma 15 minuciy,

Pasibaigus elektroforezei, iStraukiamas gelis, mentele nugnybiama koncentruojancioji
dalis, toliau naudojama tik skiriancioji dalis.

Ant pernasos aparato sudedamas pernasos ,,sumustinis* — 3 vatmano gabaléliai,
membrana, skiriantysis gelis ir dar 3 vatmano gabaléliai. Vatmano gabaléliai dedami po viena,
kiekvieng kartg i§stumiant oro burbuliukus ir uzpilant Siek tiek pernaSos buferio. Tuomet
atsargiai padedama membrana ir gelis, po to vél vatmano gabalé¢liai. PernaSos aparato dangtis
dedamas staciai, dangtis prislegiamas sunkiu daiktu. Svarbu, kad pernaSos metu aparatas biity
vésinamas, jog neissilydyty gelis. Pernasa vykdoma 33 min, nustacius pastovig 25 V jtampos

srove (Thermofisher Scientific Inc., 2013).

2.2.7 Imunoblotingas

Kol vyksta baltymy pernaSa ant membranos, pasiruoSiamas blokavimo tirpalas. Po
pernasos membrana iSkart perkeliama j blokavimo tirpalg ir paliekama 1 val. ant purtyklés.
Blokavimo etapo esme — padengti visg membranos pavirSiy baltymais ir iSvengti nespecifinio
pirminiy antikiiny jungimosi prie membranos pavirsiaus.

Blokuojantis membranai, pasiruoS$iami pelés arba triusio pirminiai antiktinai pries
dominantj baltymg. Po blokavimo membrana pincetu perkeliama j uzspaudziamag maiselj, ] ji
supilamas pirminiy antikainy tirpalas. Membrana su pirminiais antiktinais palickama +4°C per

naktj, arba kambario temperatiiroje 1 val., maiselj pamaigant tarp pirsty.
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Po paveikimo pirminiais antiktinais, membrana plaunama 3 kartus po 5 min plovimo
tirpale ant purtyklés, pasiruoSiamas antriniy antikiiny tirpalas. Nuplauta membrana perkeliama
] tirpalg su paruoStais antriniais antiktinais. Priklausomai nuo to, buvo naudoti pelés ar triusio
pirminiai antikiinai, naudijami antriniai antikiinai pries pelés arba triusio IgG. Membrana
antriniy antikiiny tirpalu veikiama 1 val. ant purtyklés, tada vél plaunama 3 kartus po 5 min
plovimo tirpale.

Membranos perkeliamos ant skaidraus padéklo ir ant jy uZpilamas rySkinimo tirpalas.
Analizei naudojami antriniai antikiinai yra konjuguoti su krieny peroksidaze (HRP), kuri
vykdo chemoliuminescencing reakcija reaguodama su ryskinimo tirpalu. Ant membranos
pavirsiaus detektuojamos $vytincios zonos, kuriose prisijungé antrinis antikiinas — matomos
juostelés su tiriamuoju baltymu. Remiantis juosteliy rySkumu, galima santykinai jvertinti to
baltymo kiekj skirtinguose méginiuose. Tiriamojo baltymo kiekio palyginimas galimas tuo
atveju, jei méginiuose taip pat yra jvertintas ir kontrolinis baltymas (Siuo atveju naudotas

GAPDH), kurio kiekis méginiuose turi biiti vienodas.

2.2.8 PA hidrogeliy gamyba

I§ pradziy pasiruoSiami hidrofiliska pavir$iy turintys apvalis stikliukai. 12mm apvaliis
stikliukai 1 karta nuplaunami distiliuotu vandeniu, nusausinami arba paliekami i§dzitti.
Stikliukai sudedami ant kaitinimo plytelés, ant kiekvieno stikliuko atsargiai uzpilama po 200
ML 0.033 N NaOH tirpalo. Stipriai nekaitinant, stikliukai paliekami, kad nugaruoty vanduo,
ant jy lieka balta apnasa. Tuomet stikliukai traukos spintoje aplasinami APTES, kad stikliuko
visas pavirsius pasidengty plonu sluoksniu, palaikoma 5 min. Po poveikio stikliukai plaunami
3 kartus po 5 minutes, jei reikia atsargiai patrinant, kad ant pavirSiaus nelikty geltony APTES
nuosédy. Po plovimo, 30 minuc¢iy laikoma 0,5% glutaraldehido tirpale (glutaraldehidas
ruosiamas PBS pagrindu). Po poveikio glutaraldehidu, stikliukai vél plaunami 3 kartus po 5
minutes, paliekami isdzititi. Tuomet pasiruosiami hidrofibiniai kvadratiniai 16mm stikliukai:
traukos spintoje ant stikliuky atsargiai uzlaS§inamas CMS, kad pasidengty stikliuky pavirsius,
1 min palaikoma traukos spintoje, kad skystis nugaruoty, stikliukai atsargiai nuvalomi ir
plaunami vandeniu. Vanduo turéty prie stikliuky nelipti. Stikliukai paliekami i§dzitti. Tiek
hidrofiliniai, tiek hidrofobiniai stikliukai paruosti geliy gamybos etapui.

Pasiruosto norimo kietumo gelio and apvalaus hidrofilisko stikliuko pilama po 23pL,
atsargiai uzdedamas hidrofobiskas kvadratinis stikliukas, vengiama oro burbuly susidarymo.
Stikliukai paliekami apie 30 min — 1 val., kur susipolimerizuoty gelis. Praéjus Siam laikui,
nuimami kvardratiniai stikliukai, apvalts stikliukai su geliais perkeliami j 12 duobuciy
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plokstele, 3 kartus po 5 min plaunama PBS tirpalu. Tuomet stikliukai su nuplautais geliais
perkeliami j sausg plokstele, prietemoje ant kiekvieno gelio uzlasSinamas sulfo-SANPAH
tirpalas, laikoma 20 min po UV lempa. Tada geliai plaunami 3 kartus po 5 minutes PBS
tirpale, vengiant ryskios Sviesos. Po plovimo PBS nusiurbiamas, uzpilama po 500 puL 0.2%
zelatinos tirpalo ir paliekama per naktj 37°C temperatiiroje. Sekan¢ia diena, Zelatinos tirpalas
nusiurbiamas, vél plaunama 3 kartus PBS tirpale, tuomet stikliukai paliekami PBS tirpale po

UV lempa 1,5 val. Po Sio UV poveikio, geliai jau paruosti Igsteliy i$sé¢jimui.

2.2.9 Lasteliy iSséjimas ant geliy

Lasteliy monosluoksnis pakeliamas nuo flakony pavirSiaus, pasiruoSiamos reikiamo
lasteliy tankio suspensijos. Paruosti geliai perkeliami i naujas 24 duobuciy ploksteles, i

kiekvieng Sulinélj pilama po 1 ml lasteliy suspensijos.

2.2.10 Lagsteliu morfologijos palyginimas

Lasteliy morfologijos palyginimui atlikti, buvo pasiruosta 4x10* I3steliy suspensija.
Lastelés issétos ant geliy ir paliktos termostate, 37°C, 24 val. Pragjus $iam laikui, Iastelés
fotografuojamos, gautose nuotraukose jvertinamas jy ilgio ir plo¢io santykis ImageJ

programa, jvertinama bent 100 lgsteliy kiekvienam tiriamam taskui.

2.2.11 Lasteliy paveikimas doksorubicinu

Poveikiui doksorubicinu pasiruosta lasteliy suspensija 4 x 10* Iasteliy/mL. Pirmas 24 val.
lastelés inkubuojamos 37°C be poveikio, po 24 val. terpé nusiurbiama, pakei¢iama j terpe su
doksorubicinu, kurio koncentracija 15 uM. Si doksorubicino CL50 koncentracija parinkta
remiantis anks¢iau laboratorijoje atliktais MCF-7 tyrimais (Jasmontaité, 2019).
Doksorubicino toksinis poveikis jvertinamas po 48 ir 72 valandy nuo lasteliy uzséjimo ant

geliy. Gyvybingumas jvertinamas tripano mélio dazu arba MTT reagentu.

2.2.12 Imunocitocheminis tyrimas

Lastelés iSséjamos ant geliy, palickamos dienai, kad prikibty. Sekancig dieng nusiurbiama
terpe, lastelés Svelniai nuplaunamos PBS tirpalu, tuomet Igstelés uzpilamos 4%
paraformaldehidu (paruostas 1x PBS tirpale) ir fiksuojamos 15-20 min kambario
temperatiiroje. Tuomet po fiksacijos 2 min plaunama PBS, po to vykdoma lasteliy
permeabilizacija - laikoma kambario temperatiiroje 1-5 min 0.1% Triton X-100 tirpale
(skiestas 1x PBS). Tada vel plaunama 5 min PBS. Siekiant sumaZinti foninj Svytéjima,

lastelés palaikomos 30 min. 1% jauc¢io albumino tirpale, kambario temperataroje.
41



Pasiruo$iami pirminiai antiktinai (prie$ vinkuling) blokavimo tirpale, jais lastelés viekiamos 1
val. kambario temperatiiroje. Tada plaunama 3 kartus, po 5-10 min PBS tirpale.
PasiruoSiamas antrinis antikiinas (Gt x Ms, konjuguotas su FITC) 1x PBS tirpale pries
inkubuojant. Lastelés inkubuojamos su antriniais antikinais 30-60 min kambario
temperatiiroje. Dvigubam pazyméjimui, kartu su antriniu antikiinu gali biiti veikiama ir
TRITC konjuguotu faloidinu. Po inkubacijos plaunama 3 kartus po 5-10 min PBS.
Pasirinktinai po plovimo etapo galima nudazyti ir branduolj, paveikiant DAPI 1-5 min
kambario temperatiroje. Tada vél plaunama po 5-10 min 3 kartus. Lasteliy fluorescencijos

atvaizdai gaunami fotografuojant fluorescentiniu mikroskopu.

42



3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

UZzlastelinés aplinkos kietumo dinamika yra gyvybiskai svarbi fiziné savybé, lemianti
lastelés likimg ir jos funkcijas, dalyvauja reguliacijoje daugelio svarbiy lastelés procesy, tokiy
kaip: lastelés proliferacija, migracija, plitimas, morfologija ir kamieniniy lgsteliy
diferenciacija (Sunyer et al., 2012; Lin et al., 2015; Mih et al., 2011). Kintant Igsteles
supancios aplinkos kietumui, kinta ir baltymy raiska, pvz. didé¢ja fosforilinty MAPK kinaziy
p-ERK1/2, p-JNK ir p-p38 raiska (Liu et al. 2020). Sie rezultatai taip pat patvirtinami ir misy
skyriuje atliktais eksperimentais su MCF-7 lgstelémis — buvo parodyta, kad mazéjant aplinkos
kietumui, mazé¢ja MAPK baltymy raiska. Vertinant Igsteliy atsakg i doksorubicino poveiki,
kai MCF-7 lgstelés buvo auginamos ant skirtingo kietumo PA hidrogeliy, nustatytas svarbus
JNK vaidmuo. [vertinus tiek JNK, tiek kity MAPK — ERK, p38 MAPK — vaidmenj, buvo
nustatyta, kad visos jos yra atsakingos uz ziities inicijavima lasteléms augant ant minksty
pavir$iy (Jasmontaite, 2019).

Siame darbe siekta detaliau jvertinti galimus molekulinius mechanizmus, svarbius
reguliuojant/stiprinant chemoterapinio vaisto doksorubicino terapinj veikima. Sio darbo
tiriamasis baltymas — transkripcijos veiksnys c-Jun, kuris yra pagrindinis MAPK JNK taikinys
branduolyje. Jj fosforilinti ir aktyvinti gali ir MAPK, pvz. ERK. (Qin et al., 2015; Jiao et al.,
2010; Vleugel et al., 2006). Siekiant jvertinti Sio transkripcijos veiksnio vaidmenj lgsteléms,
atsakant ] Dox poveikj bei lgstelés supancios aplinkos poky¢ius, buvo moduliuojamas c-Jun
raiskos lygis lastelése. Tuo tikslu, buvo atliktas c-Jun priesprasminés sekos jvedimas
panaudojant konstrukta su protoonkogeno c-Jun seka atvirkstinéje orientacijoje promotoriaus
atzvilgiu, kuris buvo paruostas Lastelés molekulinés biologijos laboratorijoje (VU GMC
Biochemijos Institutas). Konstrukte panaudota Moloney pelés leukemijos retrovirusy ilgos
pasikartojancios sekos (LTR) (3.1 pav.).

—, —

+ neo
SLTR L awn | sV H | [31TR

3.1 pav. Eukariotinio ekspresijos vektoriaus su protoonkogeno c-jun seka
konstruktas.
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Gautose transfekuotose antisense (AS) lasteliy linijose turéty baiti blokuojama c-Jun
baltymo sintez¢. Imunoblotingo metodu patikring c-Jun ekspresija nustatéme, kad ji yra zymiai

sumazgjusi, taciau néra pilnai blokuojama (3.2 pav.).
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3.2 pav. c-Jun raiska kontrolinése bei transfekuotose MCF-7 Igstelése. Kairéje puséje
pateikta kokybinis c-Jun baltymo lygio vertinimas imunoblotingo metodu. Desinéje
kiekybinis baltymo lygio palyginimas kontrolinése ir dviejose transketuoty MCF-7 lasteliy
populiacijose.

Toliau palyginome, ar miisy atlikta c-Jun baltymo lygio moduliacija turéjo jtakos

lasteliy morfologijai ir proliferacijai. Jvertinus lgsteliy morfologija (3.3 pav.), nenustatéme,

kad c-Jun lygio sumazinimas bity turéjes jtakos lasteliy formai ar dydziui.

3.3 pav. Kokybinis kontroliniy ir su sumazintu c-Jun baltymo lygiu MCF-7 1asteliy
morfologijos palyginimas. Kairéje pateiktos MCF-7 kontrolinés 1gstelés, desingje — MCF-7
AS. Mastelis — 100 pm.
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I$ literatiiros duomeny gerai zinoma, kad c-Jun raiska yra nustatoma jvairiy tipy
lastelése. Sio baltymo lygis paprastai padidéjo po jvairios kilmés poveikiy. C-Jun, kaip
transkripcijos faktorius, dalyvauja reguliuojant lgsteliy proliferacijg aktyvindamas
transkripcija geny, atsakingy uz lastelés ciklo slinktj — nustatyta, kad inhibavus c-Jun, Iastelés
iSeina 1§ lgstelés ciklo. Taigi, toliau vertinome, ar miisy atlikta modifikacija c-Jun atzvilgiu
turi jtakg MCF-7 lgsteliy dauginimuisi (3.4 pav..). Ir i$ tiesy, musy gauti duomenys patvirtino,

kad krities vézio Iastelés, kuriose yra sumazintas c-Jun baltymo lygis, dauginosi léciau.
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3.4 pav. Kontroliniy ir su sumazintu c-Jun baltymo lygiu MCF-7 lasteliy
dauginimosi intensyvumo palyginimas.

Ankstesniais tyrimais miisy grupé buvo nustaciusi, kad kai MCF-7 lastelés auginamos
ant vidutinio kietumo hidrogeliy, jos dauginasi intesyviau uz ant kieto, plastiko auginamas
lasteles (Jasmontaité, 2019). Lovitt et al. lygino MCF-7 lasteliy populiacijos padvigubéjimo
indeksa, kai lgstelés buvo auginamos 2D bei 3D aplinkoje ir nustaté, kad 3D aplinkoje Sis
indeksas yra beveik 3,5 karto didesnis. Taciau kartu pastebéjo, kad 2D ir 3D aplinkoje
auginamy lasteliy skaicius intensyviau didéjo trumpuoju laikotarpiu, o bendrai vertinant 3D
aplinkoje MCF-7 lasteliy proliferacija nebuvo tokia intensyvi (Lovitt et al., 2018). Taigi,
Zinant uZlgstelinés aplinkos jtaka Igsteliy proliferacijai ir c-Jun baltymo vaidmen;j Siame
procese, toliau jvertinome, ar auginant MCF-7 lasteles su sumazintu c-Jun baltymo lygiu ant

vidutinio kietumo (8 kPa) hidrogeliy, jy proliferacinis aktyvumas suintensyvés. Siame darbe
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pasirinkome vieno kietumo tipo hidrogelj — 8 kPa. Tokio kietumo mikroaplinka susidaro
vystantis kriities navikui. Palygine dauginimosi intensyvuma kontroliniy ir su sumazintu c-
Jun baltymo lygiu MCF-7 lgsteliy, auginty ant tiriamo 8 kPa kietumo hidrogeliy ir plastiko
pavirSiaus, nustatéme, kad lastelés su sumazintu c-Jun baltymo lygiu ant hidrogelio pradeda
daugintis intensyviau, taciau kontroliniy lasteliy lygio nepasiekia (3.5. pav.).
MCF-7 - K Plastikas
MCF-7 -K 8 kPa

MCF-7 - AS Plastikas
MCF-7 - AS SkPa
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3.5 pav. Kontroliniy ir su sumazintu c-Jun baltymo lygiu MCF-7 lasteliy
dauginimosi intensyvumo palyginimas ant 8 kPa kietumo hidrogelio ir plastiko
pavirsiaus.

Kitas svarbus aspektas vertinant Igsteliy, jskaitant ir véZiniy, savybes yra adhezijos
stiprumas. Si savybé labai svarbi vystantis metastazéms — susilpnéjus lasteliy tarpusavio
kontaktams ir kontaktams su uZzlasteline aplinka, 1astelés atsipalaiduoja ir joms jprastos
aplinkos, jgyja migracinj potencialg — visa tai lemia metastaziy susidarymg. Todél Siame
darbe vertinome, kaip kinta Igsteliy adhezijos stiprumas jas auginant ant vidutinio kietumo
hidrogelio. Nustatéme, kad ant hidrogelio auginamy MCF-7 lasteliy adhezijos stiprumas yra
Siek tiek maZesnis, nei joms augant ant plastiko pavir§iaus. Siuo atveju, MCF-7 lastelés su
sumazintu c-Jun baltymo lygio stipriau buvo prikibusios prie tiriamy pavirsiy (3.6 pav.).
Todél tikétina, kad moduliuojant c-Jun baltymo lygj, galima buty sumazinti kriities vézio

lasteliy metastazinj potencialg.
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3.6 Pav. Kontroliniy ir su sumazintu c-Jun baltymo lygiu MCF-7 Iasteliu adhezijos
stiprumo palyginimas ant 8 kPa kietumo hidrogelio ir plastiko pavirSiaus praéjus 24 val.
nuo lasteliy iSséjimo ant tiriamy pavirsiy.

Lasteléms sgveikaujant su uzlasteline aplinka labai svarby vaidmenj atlieka sutelktinio
salycio taSkai — sudétingos baltymy sankaupos, atsakingos uz lasteliy adhezijg. Vieni i§
sutelktinio saly¢io komponenty — integrinai atlieka tarpininko funkcija tarp lastelés citoskeleto
bei vidulasteliniy signaliniy molekuliy ir uzlastelinéje aplinkoje esanciy baltymy,
proteoglikany ir kt. ligandy. Todél sutelktinis salytis svarbus ir reguliuojant kitas svarbias
lasteliy savybes — proliferacija, judéjima, net geny raiska. Todél tolesnéje darbo dalyje
sickéme palyginti, ar skiriasi kontroliniy ir su sumazintu c-Jun baltymo lygiu MCF-7 lasteliy
sudaromy sutelktiniy saly¢iy kiekis. I§ 3.7 pav. pateikiamy duomeny matome, kad rySkesniy
skirtumy tarp abiejy tirty Iasteliy populiacijy néra — sutelktiniai salyciai susikaupe tiek

tarplastelinés saveikos vietoje, tiek sgveikos su hidrogeliu riboje.
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3.7 pav. Sutelktinio salyc¢io vertinimas kontrolinéms ir su sumazintu c-Jun baltymo
lygiu MCF-7 Iasteléems augant ant 8 kPa poliakrilamidinio gelio. Mastelis — 100 pm.

Ant plokscio pavirSiaus 2D aplinkoje auginamos Igstelés suformuoja sgveikas Su
uzlasteline aplinka viena lastelés puse. Todél siekdamos uztikrinti tinkamg sukibimg su
pavir$iumi, jos paprastai yra linkusios uzimti didesnj plota ir jgauti tam tikram lgsteliy tipui
buidingg morfologija. Tai stebéjome vertindami kontroliniy ir su sumazintu c-Jun lygiu MCF-
7 1asteliy morfologija, jas i$séjus ant plastiko pavirSiaus (3.3 pav.). Taciau kai Igstelés
i§séjamos ant vidutinio kietumo hidrogelio, jos saveikauja su uzlasteline aplinka, kuri
pasizymi kiek kitomis savybémis nei kietas 2D pavirSius. UZlgstelinés aplinkos jtaka
galéjome stebéti ir vertindami sutelktinio salycio taskus, lasteles iSs€j¢ ant poliakrilamidinio
gelio (3.7 pav.). Net ant gelio, kurio Young'o modulis yra 8 kPa, misy tirtos lgstelés buvo
linkusios jgauti morfologija, kuri biidinga lasteléms esan¢ioms 3D aplinkoje, kurioje jos
sudaro jungtis su uZlgsteline aplinka visu savo pavirSiumi. Tai paskatina jy suapvaléjima ir
uzimamo ploto sumazéjima — lgstelés tampa apvalesnémis. Tai ir steb&éjome 3.7 paveiksle.
Siekdami detaliau jvertinti Igsteliy forma, jvertinome lgsteliy ilgj, kuris buvo lygus lgsteliy
plotui, todél kiekybiniam vertinimui pasirinkome vieng dydj. Duomenis pateikiame 3.8

paveiksle.
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3.8 pav. Kontroliniy ir su sumazintu c-Jun baltymo lygiu MCF-7 lasteliy ilgio
palyginimas, kai tiriamos lastelés buvo iSsétos ir 24 val. augintos ant 8 kPa
poliakrilamidinio gelio.

Zinoma, kad protoonkogenas c-Jun dalyvauja apoptozés indukcijoje (Kim et al., 2000).
O tiksliné véZiniy lasteliy Ziitis yra svarbi ieSkant optimaliy véZio gydimo strategijy. Toliau
vertinome, ar c-Jun lygio pakeitimas, turi jtakos MCF-7 lasteliy atsakui j vieno i$
chemoterapiniy vaisty — doksorubicino — poveikj. Doksorubicinas yra vienas i§ placiai kriities
vézio gydymui naudojamy vaisty. Nepasisant to, kad §io vaisto veikimas yra placiai
tyrinéjamas, taciau atsparyumo jam molekuliniai mechanizmai dar néra iki galo i$aiskinti.
Pastaruoju metu jvairios tyréjy grupés vis labiau kreipia démes;j j uzlastelinés aplinkos
vaidmenj rezistentiSkumo vystymesi. Bustatyta, kad kriities véZio vystymosi metu navikinis
audinys pasizymi didesniu kietumu nei sveikas audinys. Miisy gauti rezultatai (3.5 pav.) rodo,
kad ant kieto pavirSiaus kriities vézio MCF-7 linijos lastelés yra linkusios daugintis
intensyviau. Siame darbe stengimés jvertinti du kintamuosius — aplinkos kietuma ir
transkripcijos veiksnj c-Jun — bei jy vaidmenj doksorubicino poveikio metu. Tyrimams
pasrinkome 20 UM doksorubicino koncentracija, kuri miisy ankstesniuose tyrimuose per 48-
72 poveikio valandas indukavo 50 proc. lasteliy zatj. Tiriama doksorubcino koncentracija
paveike kontrolines ir su sumazintu c-Jun baltymo lygiu MCF-7 lasteles nustatéme, kad
lasteles auginant vidutinio kietumo hidrogelio jos yra jautresnés doksorubicino poveikiui nei
ant kieto, plastiko pavirSiaus auginamos lgstelés. Taciau c-Jun baltymo lygio sumazinimas
$iuo atveju reikimingesnés jtakos neturéjo (3.9 pav.). Sie rezultatai pasirodé jdomis ir gana

netikéti, nes gerokai anks¢iau buvo nustatyta, INK/SAPK signalinis kelias, kurio pagrindinis
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taikinys branduolyje yra c-Jun, tiesiogiai dalyvauja MCF-7 lasteliy ciklo stabdyme bei
apoptozes indukcijoje po doksorubicino poveikio. Miisy gauty rezultaty patvirtinimui ir

uZzlgstelinés aplinkos jtakos detalesniam jvertinimui reikalingi tolimesni tyrimai.
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3.9 pav. Kontroliniy ir su sumazintu c-Jun baltymo lygiu MCF-7 lasteliy adhezijos
jautrumo doksorubicinui vertinimas, lasteles auginant ant 8 kPa kietumo hidrogelio ir
plastiko pavirsiaus. Doksorubicinas (20 uM) buvo pridedamas praéjus 24 val. nuo
lasteliy iSséjimo ant tiriamy pavirsiy. Poveikis vertintas praéjus 24, 48 bei 72
valandoms.

Tai, kad uZlgsteliné aplinka gali moduliuoti kriities vézio Igsteliy atsakg j doksorubicino
poveikj, patvirtina ir kity autoriy darbai. Lovitt et al. (2018) tyré, kaip kinta kriities véZio
lasteliy atsakas j doksorubicing, priklausomai nuo ektralgstelinio matrikso sudéties. Jy gauti
rezultatai parodé, kad atsakui j doksorubicino poveikj ekstralastelinio matrikso komponentai
gali buti svarbiis, bet tai priklauso nuo tiriamy Igsteliy tipo. Autoriai daro iSvada, kad saveika
su uzlagsteline aplinka gali dalyvauti vystantis atsparumui chemoterapiniams vaistams. Miisy
tyrimy metu buvo gauti rezultatai, rodantys, kad vidutinio kietumo aplikoje sustipréja lasteliy
adhezija ir padidéja lasteliy jautrumas doksorubicinui. Tai rodo, kad ne tik uzlastelinés
aplinkos komponentai, bet ir jos fizikinés savybés taip pat gali biiti svarbios vystantis
atsparumui chemoterapiniams vaistams.
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ISvados

Panaudojus virusinj vektoriy su prieSprasmine c-Jun seka, gautos MCF-7 linijos lgstelés su
sumazintu c-Jun baltymo lygiu, kuriy morfologija nesiskyré nuo kontroliniy Igsteliy, taciau
dauginimosi intensyvumas buvo nezymiai (apie 1,2 karto) mazesnis.

MCEF-7 lgstelés su sumazintu c-Jun baltymo lygiu ant 8 kPa hidrogelio dauginosi intensyviau,
ta¢iau kontroliniy lgsteliy dauginimosi greic¢io nepasieké. c-Jun baltymo lygis turi jtakos ir
lasteliy adhezijai - MCF-7 Igsteliy su sumazintu c-Jun baltymo lygiu saveika tiek su plastiko,
tiek su 8 kPa hidrogelio pavirSiais buvo stipresne.

Kontrolines ir su sumazintu c-Jun baltymo lygiu lasteles auginant vidutinio kietumo (8 kPa)
hidrogelio jos buvo jautresnés doksorubicino poveikiui nei ant kieto, plastiko pavirSiaus
auginamos lastelés. Taciau c-Jun baltymo lygio sumazinimas Siuo atveju reikSmingesnés
itakos netur¢jo.

Sutelktinio salycio tasky kiekis kontrolinése ir su sumazintu c-Jun baltymo lygiu MCF-7
lastelése, auginamose ant 8 kPa hidrogelio, nesiskyré, tac¢iau ant hidrogelio augintos abiejy
tipy lastelés buvo linkusios apvaléti. Kontrolinés lgstelés ant hidrogelio buvo 1,4 karto
ilgesnés uz lgsteles su sumazintu c-Jun baltymo lygiu.
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Santrauka

Transkripcijos veiksnio c-Jun vaidmuo kriities véZio MCF-7 linijos lasteléms atsakant i

aplinkos kietumo pokycius

Krities vézys — viena labiausiai paplitusiy véziniy formy, kuria beveik be iSim¢iy serga
moterys. Nors yra atrasta ne viena terapija prie$ kriities vézj, atsparumo i$sivystymas terapijai
ir auglio atsinaujinimas islieka didele problema. Yra pastebéta, kad formuojantis véziniam
dariniui, kietéja aplink ji esanti mikroaplinka — taip sukuriamos palankesnés salygos lasteléms
vykdyti aplinkinio audinio invazijg ir metastazes. D¢l 1asteliy jautrumo mechaniniams
aplinkos poky¢iams, aplinkos kietéjimas daro jtakg lastelés formai, judrumui, j kamieninj-
panausaus fenotipo susidarymui. Poliakrilamidiniai geliai — patogus jrankis, kuriant skirtingo
kietumo aplinkas. Jais galima imituoti uzlgstelinj matriksa, atitinkantj sveiko ir vézinio
audinio kietumus in vitro Igsteliy tyrimuose. c-Jun — transkripcijos veiksnys, kuris yra
reguliuojamas MAPK signaliniy kaskady ir galimai prisidedantis prie YAP/TAZ
koordinuojamo nuo aplinkos kietumo priklausancio 1asteliy migracijos ir proliferacijos atsako.
Siuo darbu siekta sukurti skirtingu c-Jun raiskos lygiu pasizymingias kriities vézio MCF-7
lasteles ir palyginti jy morfologinius bei elgsenos pokyc€ius, atsakant j skirtingg aplinkos

kietuma.
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Abstract

Role of c-Jun in Response of MCF-7 Cells to the Stiffness' Alterations of Surrounding

Environment

Breast cancer — one of the most common cancer forms, and it is mostly diagnosed
among women. Although there are some therapies designed against some forms of breast
cancer, developed resistance to drugs and tumour renewal are big issues. It was observed, that
extracellular matrix around a tumour becomes stiffer comparing to a healthy tissue nearby. In
this way, tomour formation creates favourable conditions, which let cancerous cells to
develop invasive and metastatic phenotypes. Because of cells’ sensitivity to mechanical
signals, level of surounding environment’s stiffness influences cell shape, motility and
formation of stem cell-likephenotypes. Polyacrylamide gels — useful tool to create different
stiffness enviromenments, which may mimic physical properties of healthy and cancerous
tissue for in vitro cell studies. c-Jun — transcription factor, which is regulated by MAPK signal
cascades and possibly participates in cell’s migration and proliferation responses dependent
on environment stiffness, together with transcription cofactors YAP/TAZ. This study’s goal
was to compare morphology and behavior differences, depending on different environment
stiffness and different expression level of c-Jun.
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