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SANTRUMPU SARASAS

1x2 Gy — vienkartiné 2 gréjy dozeé;

1x6 Gy — vienkarting 6 gréjy dozg;

3D-M — 3D modeliné sistema, kur lgstelés auginamos tarplastelinio uzpildo baltymuose;
3D-SF — 3D sferoidy modeling sistema;

5x2 Gy — frakcionuota 2 gréjy doze;

BER — baziy iskirpimo reparacija (angl. base excision repair);

CAFs — su véziu susije fibroblastai (angl. cancer-associated fibroblasts);

DNR-PK — DNR baltymy kinaz¢;

DSB — dvigrandiniai DNR triikiai (angl. double strand break);

FDA — JAV maisto ir vaisty administracija (angl. food and drug administration);

GEO - mikrogardeliy ir RNR sekoskaitos duombazé (angl. Gene Expression Omnibus);
HR — homologinés rekombinacijos (angl. homologous recombinations);

HUB — daugiausia saveiky turintys genais (angl. highly connected genes);

IVKL — indukuotos vézinés kamieninés lastelés;

JS — jonizuojancioji spinduliuoté;

KL — kamieninés Igstelés;

NER — nukleotidy iskirpimo reparacija (angl. nucleotide excision repair);

NHEJ — nehomologiniy galy sujungimas (angl. non-homologous end joining);

ROS — aktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species);

SSB - viengrandiniai DNR triikiai (angl. single strand break);

TL-PGR - tikro laiko polimerazés grandininé reakcija (angl. Real-time polymerase chain
reaction);

UML — iiminé mieloidiné leukemija;

VKL — vézinés kamieninés Igstelés;

WGCNA —svertiné geny koekspresijos tinklo analizé (angl. Weighted gene co-expression network

analysis).
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IVADAS

Kolorektalinis vézys yra vienas i$ dazniausiai diagnozuojamy vézio formy pasaulyje.
Iki $iy dieny radioterapija viena arba kartu su chirurgija ir chemoterapija yra neatsiejama
prieSvézinio gydymo dalis. Nepaisant naujy spindulings terapijos jrangos ir metody gerinimo, vis
dar didziulis skaiCius pacienty nepasiekia norimo gydymo rezultato dél ligos atsinaujinimo.
Remiantis skirtingais in vitro ir in vivo tyrimais nustatyta, kad vézio atsinaujinimas yra susijes su
radioatsparumu (Krause et al. 2017; Seshacharyulu et al. 2017). D¢l Sios priezasties, yra siekiama
nustatyti molekulinius mechanizmus mazinancius spindulinés terapijos efektyvuma bei padidinti
pacienty iSgyvenamumg. Tokiy molekuliniy mechanizmy nustatymui, placiai naudojami
visuminés geny raiSkos analizés metodai.

Siai analizei naudojami du pagridiniai metodai — mikrogardeliy ir RNR sekoskaita.
GEO (angl. Gene Expression Omnibus) ir kitose duomeny bazése sukaupti geny raiskos duomenys
apie kolorektalinio vézio lasteliy atsakg j JS leidzia i§ naujo jvertinti Siuos molekulinius
mechanizmus. Tokia informacija suteikia papildoma statisting naudg, nes méginiy skaicius iSauga
keliasdesimt karty. Pasinaudojant svertine geny koekspresijos tinklo analize (angl. Weighted gene
co-expression network analysis, WGCNA), sukuriamas bemastelinis (angl. scale-free) geny
koekspresijos tinklas (Langfelder ir Horvath 2008). Tokiu biidu analizuojant geny raiSkos
duomenis gautus paveikus véZzines lgsteles jonizuojancigja spinduliuote (JS), galima gauti daug
vertingos informacijos apie véziniy lasteliy atsakg j JS bei atsparumo radiacijai vystymasi.

Nustatyta, kad véziniy lasteliy atsparumas JS priklauso nuo DNR pazaidy taisymo
greiCio, todel yra svarbu tirti su DNR pazaidomis susijusius signalinius kelius bei juose
dalyvaujancius genus. Vieni tokiy geny priklauso Poli-ADP-ribozés polimerazés (PARP) seimai.
Nors PARP1, PARP2 ir PARP3 sgsajos su naviku ir DNR pazaidy taisymu yra Zinomos, apie kitus
PARP baltymus informacijos yra nedaug, o jie gali biiti potencialiais prieSvéziniy terapijy
taikiniais (Morales et al. 2014).

Manoma, kad pagrindiné prieZastis, dél kurios vézinés lastelés jgauna atsparuma
radioterapijai bei kitoms prie§vézinéms terapijoms, yra maza véziniy lgsteliy populiacija vadinama
vézinémis kamieninémis lastelémis (VKL) (Jiang et al. 2016). Sios lastelés atlieka saves
atnaujinimo ir lastelés ciklo reguliavimo funkcija, pasiZymi aukstu diferenciacijos potencialu,
greitu DNR pazaidy taisymo mechanizmu, pagreitintu autofagijos procesu bei greiciau nei jprastos
vézinés lastelés Salina aktyvias deguonies formas (angl. reactive oxygen species, ROS) (Liou ir
Storz 2010). Suradus su VKL susijusius signalinius kelius bei genus atsakingus uz atsparumo

radioterapijai formavima, biity galima Igsteles jjautrinti ir gydymas tapty efektyvesnis.
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Tikslas — jvertinti zmogaus kolorektalinio vézio lasteliy reakcija i poveiki
jonizuojanciaja spinduliuote (JS).
Tikslui pasiekti iSkelti Sie uzdaviniai:
1) Jvertinti jonizuojanciosios spinduliuotés poveikj geny koekspresijai Zmogaus
kolorektalinio vézio Iastelése;
2) Nustatyti esminius signalinius kelius bei genus pakitusius po poveikio jonizuojancigja
spinduliuote Zmogaus kolorektalinio vézio DLD1 bei iVKL-DLDI1 lgstelése;
3) Ivertinti PARP $eimos geny i$veiklinimo jtakg DLD1 ir HT29 lasteliy i§gyvenamumui po

poveikio jonizuojancigja spinduliuote vienkartine ir frakcionuota dozémis.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Jonizuojanciosios spinduliuotés poveikis lasteléms

Radioterapijos istorija prasideda vélyvajame 19-ame amziuje, kai Vilhelmas
Konradas Rentgenas atrado jonizuojanciuosius spindulius (JS), kurie véliau pavadinti mokslininko
garbei. Iki §iy dieny radioterapija, viena arba kartu su chirurgija ir chemoterapija, yra neatsiejama
priesvézinio gydymo dalis. Apsvitinus audinj auks$tos energijos jonizuojancigja spinduliuote
(dazniausiai — rentgeno ar gama spinduliais, re¢iau — protony, elektrony, neutrony, srautais)
jvyksta DNR pazaidos ir sutrikdomi greitai besidauginanciy Igsteliy dalijimosi procesai (Thariat
et al. 2013; Evans ir Staffurth 2018). Kadangi piktybiniy navykiniy Igsteliy dvigubéjimo laikas
yra daug trumpesnis negu sveiky lasteliy, jos yra labiau jautrios jonizuojanciosios spinduliuotés
poveikiui. Be to, daugelio mokslininky atlikti tyrimai rodo, kad po poveikio genotoksiniais
agentais vézinése lastelése jvyksta daugiau DNR pazaidy ir jy taisymas uztrunka ilgiau nei
sveikose lgstelése (Shahidi et al. 2010; Baskar et al. 2012).

1.1.1. Lasteliy atsakas i DNR paZaidas

Po poveikio JS lastelése aukstos energijos fotonai saveikauja su elektronais, o del to
elektronas jgauna dalj fotony energijos. Tokie elektronai tiesiogiai sukelia DNR paZzaidas
jonizuojant DNR spiraléje esancius atomus arba netiesiogiai — jonizuojant aplinkines molekules
turinCias deguonies atomus (pvz. vandenj). Kadangi apie 70 % lastelés tario sudaro vanduo dél
netiesioginio poveikio susidaro reaktyvis laisvieji radikalai, kurie sgveikauja su DNR
molekulémis, taip sukeldami trikius DNR grandinéje (Despuky et al. 2015; Sashacharyulu et al.
2017).

Veikiant tiesioginiam arba netiesioginiam DNR pazaidy mechanizmams susidaro
viengrandiniai (angl. single strand break (SSB)) ir/arba dvigrandiniai DNR triikiai (angl. double
strand break (DSB)). Pirmi prie JS sukelty DNR pazaidy atvyksta PIKK (angl. phosphoinositide
3-kinase-like kinase) kinaziy Seimos atstovai: ATM (angl. antaxia-telangiectasia mutated) ir ATR
(angl. ATM and Rad3 related proteins) baltymai (Alexander ir Walker 2010). Jie fosforilina
lastelés ciklg reguliuojancius baltymus (p53 (angl. tumor protein p53); CHK2 (angl. checkpoint
kinase 2); BRCAL (angl. breast cancer 1) ir NBN (angl. nibirin)) bei yra tiesiogiai susij¢ su
signaliniais keliais kontroliuojanciais lastelés ciklg ir senéjima, apoptozés procesus, DNR pataisy

mechanizmus bei autofagijag (1 pav.) (Ahmed ir Li 2007; Sashacharyulu et al. 2017).
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Jonizuojanti
spinduliuoté

Viengrandiniai Dvigrandiniai
trakiai trokiai

!

Atsakas | DNR paZaidas

Lasteliy

Apoptoze senéjimas

Nekroze Autofagija
Lasteles ciklo DNR
patikros taskai pataisos
Mitoting NHEJ; HR;
katastrofa BER*
~ ~

Lastele Lastele
mirsta I5gyvena

1 pav. Lasteliy atsako j jonizuojanciosios spinduliuotés poveikj schema. JS tiesiogiai arba netiesiogiai
padaro viengrandinius ir/arba dvigrandinius DNR triikius. Tokios DNR pazaidos aktyvina apoptozes,
nekrozés, 1astelés ciklo reguliavimo, DNR pataisy ar autofagijos signalinius kelius, kuriy rezultatas yra
lastelés Ziitis arba tolimesnis augimas. Paveikslas sukurtas remiantis Baskar et al. 2014; Wang 2015 ir
Seshacharyulu et al. 2017 pateiktais duomenimis. *NHEJ (angl. non-homologous end joining); HR

(angl. homologous recombinations); BER (angl. base excision repair).

1.1.2. Lastelés ciklo reguliavimas

Lastelés cikla reguliuojantys baltymai pirmieji dalyvauja formuojant atsaka j
jonizuojanciosios spinduliuotés poveikj. Jeigu apsvitinimo JS metu lgstelé yra mitozés fazéje, dél
susidaranc¢iy dvigrandziy trukiy jvyksta lgstelés mitotiné katastrofa ir mirtis. Dél to pirmiausia yra

uzblokuojamas lgstelés ciklas, t.y. aktyvuojami G1/S ir G2/M patikros taskai (Reinhardt ir

Schumacher 2012).

Esant viengradiniam DNR triikiui aktyvuojama ATR kinaz¢, o esant dvigrandiniam
DNR triikiui — ATM. ATR fosforilinant aktyvuoja patikros tasky kinaz¢ CHK1 (angl. checkpoint
kinase 1), 0 ATM — CHK2. Sios kinazés fosforilina tris CDC25 (angl. cell division cycle 25)
baltymo izoformas, taip inicijuojant jo ubikvitilinima ir taip nukreipiant tolimesniu degradacijos
keliu. Kai lasteléje yra mazai CDC25, tada CDK1 ir CDK2 (angl. cyclin dependant kinase 1 and

14



2) néra aktyvuojami ir lgstelés ciklas sustabdomas atitinkamai G1 arba G2 fazéje. ATM kinaze
taip pat fosforilina ir vézio supresorinj p53 baltyma, kuris yra cikliny slopikliaus p21 transkipcijos
faktorius. P21 slopinant CDK4 ir CDK6 aktyvumg ir sustabdo lastelés cikla G1 fazéje. Esant
stipriai padidéjusiai p21 baltymo raiSkai jis prisijungia prie CDK1-ciklino B komplekso ir
neleidzia lgsteléms dvigubéti, t.y. sustabdo lgstelés ciklo per¢jimg i§ G2 j mitozes faze (Pflaum et
al. 2014; Zhang et al. 2016).

ATM ir ATR kinaziy svarbg Igsteliy atsake j JS poveik] geriausiai parodo tyrimai su
lastelémis turin¢iomis nuslopintus, mutavusius arba i$jungtus ATM ar ATR genus (Fokas et al.
2012; Muraki et al. 2013). Tokios lastelés yra ypac¢ jautrios (angl. hypersensitive) radiacijos
poveikiui bei pasizymi lgstelés ciklo pokyciais. Ivykus jonizuojanciosios spinduliuotés sukeltoms
DNR pazaidoms, lastelés ciklas néra sustabdomas, DNR pazaidos nebepataisomos ir jvyksta
lasteliy mitotiné katastrofa. Manoma, kad mitotiné katastrofa yra pagrindiné radiacijos poveikio
sukelta lastelés mirties forma. Ji jvyksta kai nepasibaigus S ir G2 ciklo fazéms prasideda mitozes
fazé. Sutrikusios mitozés metu jvyksta nenormali chromosomy segregacija ir nejprastas lasteliy
dalijimasis, t.y. tokios lastelés negali iki galo pasidalinti, jos tampa gigantisko dydZio bei jose
atsiranda keletas neaiskios morfologijos branduoliy (Riesterer et al. 2011, Vitale et al. 2011).
Mitoting katastrofg patyrusios lastelés dazniausiai i§ karto Zuva metafazés arba interfazés metu.
Kartais metafazés metu taip pat yra jjungiami apoptotiniai signaliniai keliai, kuriy rezultatas —

pavéluota apoptozé kuri gali pasireiksti iki 6 dieny po Svitinimo JS (Alexander ir Walker 2010).

1.1.3. Jonizuojanciosios spinduliuotés sukelta apoptozé

Radiacijos poveikis lastelése dazniausiai aktyvuoja vidinj (angl. intrinsic) apoptotinj
kelig, bet priklausomai nuo JS dozés bei lgsteliy tipo gali bti aktyvuotas iSorinis (angl. extrinsic)
apoptotinis kelias arba nekroptozé (Kuribayashi et al. 2011). Pagrindiniai vidinio apoptotinio kelio
dalyviai yra BCL (angl. B-cell lymphoma) seimos baltymai, kurie reguliuoja mitochondrinés
membranos pralaiduma ir pasiZymi pro-apoptotinémis ir anti-apoptotinémis savybémis. [vykus
viengrandiniam arba dvigrandiniam DNR triikiui, véZio supresorinis baltymas p53 kaupiasi
lastelés branduolyje ir skatina pro-apoptotiniy BCL2 Seimos geny raiska (BBC3 (angl. BCL2
Binding Component 3); BAX (angl. BCL2 associated X); NOXA (angl. phorbol-12-myristate-13-
acetate-induced protein 1). Sie genai didinant iSorinés mitochondrinés membranos pralaiduma ir
skatinant citochromo ¢ praradimg sukelia Igstelés mirtj (Liu et al. 2014). Dél JS poveikio lastelése
taip pat susidaro laisvieji deguonies radikalai, kurie $alinant Ca®" jonus sukelia mitochondrinés
membranos potencialo praradimg, membranos pralaidumo didinimg bei citochromo ¢ $alinimg i$

mitochondrijos. Citozolyje citochromas ¢ inicijuoja apoptosomos komplekso formavimasi, kuris
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yra butinas kaspaziy kaskados susidarymui. Aktyvuotos proteolitinés kaspazés kartu su kitomis
proteazémis suzadina daugybe jvairiy lasteliniy komponenty, ko pasekoje jvyksta lasteliy zitis
(Hassan et al. 2014). Sj procesa silpnina citozolyje esantys Siluminio §oko baltymai HSP27, 70 ir
90 (angl. heat shock protein 27, 70, 90), kurie slopina apoptosomos formavimasi. Todél Sie
baltymai yra potencialiis prieSvézinés terapijos taikiniai norint jjautrinti lgstelés JS poveikiui (Patel
et al. 2011; Straumer et al. 2012). Pastebéta, kad kriities, kasos bei plau¢iy vézio atvejais Igstelése
yra padidéjusi apoptotiniy baltymy slopikliy IAP (angl. inhibitors of apoptosis proteins) raiska
(Wang et al. 2013; Finlay et al. 2017). Tiriant chondrosarkomos Igsteles in vitro parodyta, kad po
poveikio skirtingomis JS dozémis BCL-2, BCL-X. (angl. B-cell lymphoma-extra large), clAP2
(angl. inhibitor of apoptosis protein 1), XIAP (angl. X-linked inhibitor of apoptosis) ir Survivin
apoptozes slopikliy raiska didé¢ja, o Siy geny iSjungimas siRNR pagalba jjautrina vézines Iasteles
bei gali pagerinti radioterapijos gydyma (Kim et al. 2007; Galloway et al. 2009).

Radiacijos poveikio sukelta apoptoze taip pat vyksta ,,iSorinio* apoptotinio proceso
metu. Nustatyta, kad paveikus peles turin¢ias neaktyvy ,,iSorinj“ apoptotinj kelig jonizuojancigja
spinduliuote (JS), lasteliy apoptozé nejvyksta arba vyksta retai. ,,ISorinio” apoptotinio kelio
necrosis factor receptor) (CD95 (angl. cluster of differentiation 95); DR5 (angl. death receptor
5); CD178; TNFRI (angl. TNF receptor superfamily member 1A; TRAIL1 (angl. tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand 1); TRAILR1 (angl. TRAIL receptor 1) — ,zuties
receptoriai®). Sie Ziities receptoriai jungiasi su savo ligandais ir formuoja Zitj-sukeliantj signalinj
kompleksa (angl. death-inducing signaling complex (DISC)) sujungta su FADD (angl. Fas-
associated death domain), prokaspazémis-8 ir -10. Kaspazé-8 yra pagrindiné ,,iSorinio*
apoptotinio kelio kaspazé, kuri vykdo autokatalitinj saves, o tuo paciu ir kaspaziy-3 ir -7
aktyvavimg. Pastarosios kaspazes, skeliant Iastelinius komponentus, sukelia neuzdegiming lasteliy
mirt] (Mcllvain et al. 2013; Panganiban et al. 2013). Manoma, kad apoptozés procese
dalyvaujanciy ziities receptoriy aktyvinimas yra potencialus vézio gydymo bei jjautrinimo JS
biidai. Pavyzdziui véZzio gydyme buvo bandyta naudoti TNF citoking, kuris aktyvuoja kaspaziy
veikla, taip aktyvinant apoptozes procesa. Deja, pastebéjus, kad TNF taip pat sukelia uzdegiminius
procesus, kurie aktyvina apoptoze slopinantj NFkB signalinj kelig, TNF aktyvinimas néra
naudotinas gydymo tikslais (Hassan et al. 2014). Tuo tarpu, TNF Seimos baltymai TRAIL ir FasL
(angl. Fas ligand) aktyvina kaspazes, bet nereguliuoja NF«B (angl. the nuclear factor NF«B)
signalinio kelio. Atlikti tyrimai su osteosarkomos lgstelémis, kurie parodé, kad aktyvinus TRAIL
ir veikiant JS — lasteliy apoptozés tikimybé did¢ja ir akivaizdziai mazéja véziniy lasteliy

iSgyvenamumas (Hori et al. 2010).
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Nors ilgg laikg buvo manoma, kad nekroz¢ yra nekontroliuojama lasteliy ziitis, nauji
tyrimai rodo, kad kartais nekrozé gali biiti programuotos Igsteliy ztties dalis vadinama nekroptoze.
Pastebéta, kad nors radiacijos poveikis tiesiogiai nesukelia lasteliy nekroptozés, naudojant JS kartu
su hipertermija yra jjungiamas nekroptozés signalinis kelias (Schildkopf et al. 2010; Meng et al.
2016). Naudojant dideles JS dozes pagrindinés kaspaziy signalinés kaskados néra aktyvinamos,
bet formuojasi RIPK1/RIPK2 (angl. receptor interacting protein kinase 1/2) nekrosoma.
Nekrosomoje kalpainas, katepsinas B/D ir apoptoze sukeliantis faktorius AIF (angl. apoptosis-
inducing factor) inicijuoja uzprogramuotos lgsteliy nekrozés procesa: jvyksta greitas plazminés
membranos plySimas, organeliy iSbrinkimas bei vidulasteliniy komponenty issiliejimas, t.y.

jvyksta uzdegiminé lasteliy mirtis (Nehs et al. 2011; Kaczmarek et al. 2013).

1.1.4. Viengrandiniy ir dvigrandiniy DNR pazaidy taisymas

Gydymo sékmé taikant radioterapijg daznai priklauso nuo balanso tarp DNR pazaidy
ir jy taisymo. Jei lasteléje DNR paZeidimai yra tokie, kad energetiSkai yra neverta juos taisyti, tai
lastelé apoptuoja. PrieSingu atveju, vykdomas viengrandiniy ir/ar dvigrandiniy DNR trikiy
taisymas (Alexander ir Walker 2010).

Ivykusius viengrandinius trukius i§ karto atpazjsta poli-ADP-ribozés polimeraze 1
PARPI1, kuri pazeidimo vietoje sintetina poli-ADP-ribozés tinklus (Morales et al., 2014). Prie
tokiy tinkly susitelkia baziy iSkirpimo reparacijos (angl. base excision repair (BER)) signalinio
kelio baltymai APEX1 (angl. apurinic/apyrimidinic endodeoxyribonuclease), PNKP (angl.
polynucleotide kinase/phosphatase), XRCCL1 (angl. X-ray repair cross-complementing protein 1),
DNR polimerazé f ir DNR ligazé a. Nepazeistos DNR galuose biina 5°- fosfato ir 3’- hidroksilo
lickanos, tuo tarpu po jonizuojanciosios spinduliuotés poveikio 5’ gale dazniausiai biina
deoksiribozés fosfato lickana, o 3’ — fosfato arba fosfoglikolato liekanos. Dél Sios priezasties
pirmas viengrandiniy galy reparacijos etapas yra DNR grandinés galy taisymas. Liazinis DNR
polimerazés [ aktyvumas yra atsakingas uz deoksiribozés fosfato nuskélimg 5° gale, PNKP
fosfatazé 3’ gale nuskelia fosfata, o APEX1 nukleazé skelia fosfoglikolato liekang (Sobol et al.
2000; Caldecott et al. 2008). Sie taisymai nebity jmanomi be XRCC1 baltymo, kuris palaiko
aplinkiniy fermenty kinazinj ir fosfatazinj aktyvuma bei tiesiogiai sgveikauja su PNKP ir DNR
polimeraze . Be to, tyrimai CHO (angl. chinese hamster ovary) Igstelése turinciose mutavusj
XRCCI1 geng (su ,,i§jungta* arba nuslopinta raiska), rodo, kad XRCC1 baltymo truikumas jjautrina
lasteles genotoksiniy agenty poveikiui, nes néra pataisomi 5’- hidroksilo ir/ar 3’- fosfato DNR
galai (Sossou et al. 2005; Abbotts ir Wilson 2017). Po 5’ ir 3’ liekany pataisymo vyksta DNR
ply$iy uzpildymas, t.y. vieno ar keliy triikstamy nukleotidy sintezé pazeidimo vietoje. PARP1 ir
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FEN (angl. flap endonuclease 1) stimuliuoja DNR polimerazés  aktyvumg, o RFC-PCNA
kompleksas (angl. replication factor C - proliferating cell nuclear antigen complex) — polimerazés
0 ir € aktyvuma. Susintetinti nukleotidai DNR ligazés 1 ir ligazés 3 o pagalba prijungiami prie
pazeistos DNR. In vitro tyrimai parodé, kad Sios ligazés yra stabilios ir aktyvios tik esant XRCC1
ir PCNA baltymams (Sossou et al. 2005; Caldecott 2014).

Jeigu viengrandinis triikis neblina iStaisytas, tai S-fazéje replikaciné Sakuté suyra ir
pazeidimo vietoje susidaro dvigrandinis triikis (Wang 2015).

Dvigrandiniy triikiy taisymas dazniausiai vykdomas vienu i§ dviejy mechanizmy:
nehomologiniy galy sujungimo (angl. non-homologous end-joining (NHEJ)) arba homologiniy
rekombinacijy (angl. homologous recombinations (HR)). Kitaip nei HR, NHEJ gali biiti vykdomas
visose lgstelés ciklo fazése, todél zinduoliuose $is taisymo mechanizmas yra sutinkamas dazniau
(Mahaney et al. 2009; Lieber 2010). Nehomologiniy galy sujungimas prasideda nuo Ku 70/80
heterodimery prisijungimo prie DNR (2 pav.). Ku 70/80 yra Ziedinés struktairos baltymas, kuris
apsupa 3-4 pazeistos DNR nukleotidus. Prie tokio DNR-baltymo komplekso atkeliauja XRCC4 ir
Cer-XLF (angl. Cernunnos-X4-like factor) baltymai, kurie padeda sujungti abu grandinés galus.
Jeigu DNR galai yra komplementars ir nepazeisti, jie bina liguojami XRCC4-asocijuotos DNR
ligazés IV pagalba. Jeigu 5 ir/ar 3’ galai yra paZeisti — ligavimas nevykdomas. Siuo atveju i
pazeidimo vietg atkeliauja DNR protein-kinazés (DNR-PK), Artemis endonukleazé ir Pol X
Seimos polimerazés. DNR-PK fosforilintas Artemis nuskelia pazeistus nukleotidus, o polimerazés
prijungia trikstamus, padarant abu DNR galus komplementariais. NHEJ pataisas uzbaigia prie§
tai minétoji DNR ligazé IV (Aparicio et al. 2014; Srivastava ir Raghavan 2015; Ray et al. 2018).

Homologinés rekombinacijos pagalba dvigrandiniy trikiy taisymas vykdomas tik S
arba G2 lastelés ciklo fazése. HR prasideda nuo 5’ galy nukirpimo paliekant 3 DNR uodegas (2
pav.). Sj nukirpima katalizuoja MRE11-RAD50-Xrs2/NBS1 kompleksas (MRN). Ta¢iau MRN
kompleksas negali vykdyti kirpimo jei paZeistos DNR galai yra sunkiai prieinami, t.y.
susidariusios plauky segtuko struktiiros arba prie DNR galy yra prijungti baltymai. Tokiu atveju
prie pazeistos DNR atkeliauja Sae2/Ctp1/CtIP endonukleazés, kurios kartu su MRN kompleksu
nukerpa nuo 50 iki 100 nukleotidy (Cannan ir Pedersom 2016; Andres ir Williams 2017). Prie
sudaryty 3 DNR uodegy prisijungia RPA (angl. replication protein A) baltymas. PRA stabdo
antrinty DNR struktiry susidarymg, taip palengvinant RADSI-DNR nukleofilamenty
formavimagsi. RADS51 rekombinazé¢ katalizuoja komplementarios DNR paieska seseringje
chromatidéje, o jg suradus, padaro DNR D-kilpg. Seserinés chromatidés DNR tampa prieinama

polimerazei 1 — vykdoma donorinés DNR sintezé. Ligazés I pagalba donoriné DNR liguojama
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prie pazeistos DNR 5’ galo ir viena grandiné tampa iStaisyta. Kitos grandinés sintezg ir ligavima

atliecka prie$ tai minétos polimerazés ir ligazés (Aparicio et al. 2014; Srivastava ir Raghavan 2015).

Nehomologiniuy galy sujungimas Homologinés rekombinacijos
1 Ku70/80 1 3’ uodegy paruo$imas (MRN ir
Sae2/Ctp1/CtIP kompleksai)
Pazeisty nukleotidy kirpimas - -
} pmee) | o Lo A
N 0000 ce0——
. Z

1 Sintezé (Pol X)

(%9 )

1 Homologinés sekos paieska

(RADS51)
I A A A A i ) e ——mnu
Ligavimas (Ligazes IV
1 IXRCC4/XLF kompleksas) S Y
\ "
N / B
l 1 DNR sinteze ir ligavimas (Pol p
ir Ligazeé )
Ku70/80 | ) Artemis [ ) Pol X Q MRN kompleksas @ rPA
i DNR-PK 7 Ligazés IV /XRCCA/XLF ’ Sae2/Ctp1/CtIP kompleksas RADS51
kompleksas

2 pav. Dvigrandiniy triikiy taisymo schema. Nehomologiniy galy sujungimas pradedamas Ku70/80
heterodimero prijungimu. Pazeisti DNR galai biina iStaisomi Artemis nukleazés ir DNR protein kinazés
pagalba. Nukirpty nukleotidy sinteze vykdo X Seimos polimerazés, o ligavimg atliecka Ligazés
IV/IXRCC4/XLF kompleksas. Homologinés rekombinacijos prasideda, kai MRE11-RAD50-Xrs2/NBS1
ir Sae2/Ctpl/CtIP kompleksai suskaldo keliasdeSimt nukleotidy 5° galuose, paliekant 3’ uodegas. Prie
i$sikiSusiy DNR galy prisijungia RPA, kuris neleidzia susidaryti antrinéms DNR struktiiroms bei padeda
RADS]1 rekombinazés prisijungimui. Pastaroji vykdo homologinés DNR paieska seserinéje chromatidéje
ir D-kilpos sudaryma. Donorinés komplementarios DNR sinteze¢ atlieka Pol p, o ligavimg — Ligazé 1.
(Paveikslas modifikuotas remiantis Srivastava ir Regvan, 2015 ir Cannan ir Pederson, 2016 duomenimis.)

Sinchronizuoti DNR pazaidy taisymo signaliniai keliai atlieka svarby vaidmenj
apsaugant Iasteles nuo genetinio nestabilumo ir mutacijy. Taciau §ie signaliniai keliai taip pat yra
atsakingi uz véziniy lasteliy atsiradimg, migracijg ir iS§gyvenamuma, dé¢l ko sunku nustatyti, kuriy
DNR taisyme dalyvaujanciy baltymy raiSkos didinimas ar slopinimas galéty pagerinti véZio ligos
gydyma (Srivastava ir Regvan 2015). Pavyzdziui, potencialus véziniy lasteliy jjautrinimo JS
poveikiui taikinys yra viena pagrindiniy NHEJ DNR kinaziy PRKDC (angl. DNA-dependent
protein kinase catalytic subunit). Maza molekulé NU7441 yra PRKDC slopiklis, kuris sulétina jo

veiklg susijungdama su PRKDC, o tuo paciu ir dvigrandiniy trukiy taisymg. Kriities, kasos ir
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prostatos vézio atvejais lyginant radiaterpijos gydyma su kombinuotu NU7441-radioterapijos
gydymu, pastarasis sumazina lasteliy iSgyvenamumg iki 12 karty (Ciszewski et al. 2014, Yu et al.
2015).

Homologinése rekombinacijose dalyvaujantis MRN kompleksas yra Kkitas
potencialus véziniy lgsteliy jjautrinimo JS poveikiui taikinys. Tam tikslui naudojamas
adenovirusas Telomelizinas, kuris uzkréstose lgstelése sintetina virusinj baltyma E1B66kDa, dél
ko jvyksta MRN komplekso degradacija. Lastelése nesant MRN kompleksui dvigrandiniai DNR

zmonémis, kur vézio ligos gydymui naudojama Telomelizino/radioterapijos kombinacija

(NCT02293850 ir NCT03213054).

1.1.5. Jonizuojanciosios spinduliuotés sukelta autofagija

Siandien yra Zinoma, kad radioterapijos gydymas yra tiesiogiai susijes su autofagijos
proceso lastelése pradZia. Autofagija tai organeliy virSkinimo procesas dvimembraningje puslel¢je
— autofagosomoje. Sj procesa po JS poveikio inicijuoja ULK1 (angl. UNC51-like kinase 1) kinaze,
kuri kartu su BECN1 (angl. Beclin-1) ir PIK3C3 (angl. phosphatidylinositol 3-kinase catalytic
subunit type 3) pradeda formuoti fagoforg aplink laisvaisiais radikalais suzalotas lgstelés dalis.
PIK3C3 fosforilina lipidy fosfatidilinozitolj, taip fagoforo pavirSiuje formuojant
fosfatidilinozitolio 3-fosfata. Prie tokio komplekso atkeliauja ATG ir WIPI (angl. WD-repeat
protein interacting with phosphoinositides) seimos baltymai ir suformuoja autofagosomos puslele.
Autofagosoma véliau sulicjama su lizosoma SNARE (angl. SNAP (Soluble NSF (N-
ethylmaleimide-sensitive factor) attachment protein) Receptor) ir UVRAG (angl. UV radiation
resistance-associated gene) baltymy pagalba ir pazeisti Igstelés komponentai yra ,,suvir§kinami
(Honscheid et al. 2014).

Manoma, kad autofagijos proceso reguliavimas radioterapijos metu galéty salygoti
didesn;j laisvyjy radikaly kaupimasi lastelése bei DNR pazaidy padaugéjima. Taciau iki Siol néra
zinoma, kada reikéty autofagijos procesa slopinti, o kada aktyvinti. Autofagijos geny ATGS ir
BECNI1 i§jungimas padaro plauciy vézines H460 ir A549 lasteles jautresnias JS poveikiui, tuo
tarpu $iy geny iSjungimas plauciy vézinése DKO lgstelése padidina atsparuma (Ko et al. 2014;
Sharma et al. 2014). Panasts rezultatai gaunami atliekant tyrimus su glioblastomos lastelémis.
Jose i§jungiant prie§ tai minétus genus, T98G linijos Igstelés tampa jautresnés JS poveikiui, 0
U373MG lasteliy isgyvenamumas nekinta (Palumba et al. 2012). Siandien iki galo dar néra

suprantamos autofagijos ir atsparumo radioterapijai sgsajos, taciau tolimesni tyrimai Sioje srityje
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galéty suteikti daugiau ziniy apie tai, kaip geriau jjautrinti véZines lgstelés jvairiy genotoksiniy

agenty poveikiui (Tam et al. 2017).

1.1.6. Streso sukeltas Igsteliy senéjimas

Po JS poveikio kaip alternatyvus apoptozei procesas gali jvykti Igsteliy streso sukeltas
prieslaikinis senéjimas (angl. stress-induced premature senescence (SIPS)). Spinduliuoté
aktyvuoja p53 ir p21 genus ir ilgainiui gali sustabdyti lastelés cikla G1 faz¢je. Manoma, kad
senéjimo procesas padeda vézinéms lasteléms pasprukti nuo radiacijos sukeltos Zaties. Sios
vézinés lagstelés stabdo Igstelés cikla, bet islieka gyvos bei metaboliskai aktyvios. Jos geba isskirti
naviko augimg skatinanCius veiksnius bei pacios gali supiktybéti ar net virsti véZinémis
kamieninémis Igstelémis praé¢jus ménesiams ar net metams po radioterapijos gydymo (Sabin ir
Anderson 2011; Leikam et al. 2015).

Zinoma, kad didelés chemoterapiniy vaisty ar JS dozés aktyvuoja lastelés
apoptotinius procesus, tuo tarpu mazos — sukelia prieslaikinj lasteliy senéjimg. Mazos vaisty
koncentracijos nekei¢ia arba silpnai pakeicia sveiky lasteliy augimo profilj, tuo tarpu tos pacios
koncentracijos sustabdo véziniy lgsteliy augima. Kadangi prieslaikinis streso sukeltas sen¢jimas
pasizymi dvigubu poveikiu — slopina vézZiniy lagsteliy augima, bet kartu ir padidina vézio
piktybéjimo tikimybe, tai iki Siol néra aiSku, kaip §j procesg galima panaudoti prieSvézinés
terapijos gydyme (Lee ir Lee 2014). Atliekant tyrimus su plauciy vézinémis lgstelémis turiniomis
nuslopintg MDM2 (angl. mouse double minute 2) baltymo veikla, pastebéta, kad tokios Igstelés
yra jautresnés JS poveikiui nei lastelés su veikliu MDM2. Mokslininkai MDM2 slopinimui
panaudojo maza Nutlin-3a molekule, ko pasekoje stabilizavosi véZio supresoriaus p53 veikla bei
1vyko p21 geno aktyvacija. Paveikus tokias lgsteles 2-6 Gy JS doze, jose 1§ karto paleidziami
prieslaikinio senéjimo procesai. Pasenusios véZinés lgstelés neauga ir nesidalina, taCiau ir
nemirsta, o tokiy lasteliy sankaupos iSskiria padidéjusius kiekius uzdegiminiy citokiny, dél ko gali

jvykti su senéjimu susij¢ poky¢iai ar antrinio vézio atsiradimas (Luo et al. 2013).

1.2. PARP geny svarba véziniuy lasteliy atsake i JS poveikj

Poli-ADP-ribozés polimerazés (PARP) — fermenty Seima katalizuojanti ADP-ribozés
prijungimg prie jvairiy baltymy. Sie fermentai dalyvauja daugelyje lasteliniy procesy: chromatino
struktiiros moduliavime, transkripcijoje, replikacijoje, rekombinacijoje bei DNR pazaidy taisyme.

Dél Siy prieZas¢iy mokslininkai skiria vis didesnj démesj Sios Seimos baltymams.
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1.2.1. PARP geny reguliuojamas DNR pazaidy taisymas

PARP $eimg sudaro 17 skirtingy baltymy (3 pav.), i§ kuriy pirmas nustatytas bei
geriausiai i$nagrinétas yra PARP1. Sis baltymas veikia kaip viengrandiniy DNR triikiy jutiklis bei
dalyvauja baziy iSkirpimo reparacijos, nukleotidy iSkirpimo reparacijos ir, reciau,
nekomplementariy nukleotidy reparacijos procesuose (angl. DNA mismatch repair). PARP1
funkcija baziy iSkirpimo reparacijos procesuose detaliau apibiidinama 1.1.4 skyriuje. Nukleotidy
iSkirpimo reparacijos atveju PARP1, poli-ADP ribozilinant XPC/HHRAD23B kompleksa,
salygoja jo prisijungimg prie pazeistos DNR (Maltseva et al. 2015). Prie komplekso priartéja
transkripcijos faktoriai IIH (TFIIH), XPA (angl. xeroderma pigmentosum group A-complementing
protein) ir RPA1 (angl. replication protein Al). TFIIH atskiria dvi DNR grandines, o XPA ir RPA
jas stabilizuoja. Kadangi veiklus XPA baltymas yra poli-ADP ribozilintas, tai manoma, kad
netiesiogiai PARP1 irgi dalyvauja DNR stabilizavime (Fu et al. 2012). Prie stabilizuotos pazeistos
grandinés 3’ ir 5’ galy atitinkamai prisijungia XPG ir RPA endonukleazés ir nukerpa 23-30
nukleotidy fragmentg. Aplinkoje esant PCNA, RPA ir RFC faktoriams 6 ar ¢ DNR polimerazés
pagalba vykdomas nukirpto fragmento atstatymas (Ko ir Ren 2012).

Nekomplementariy nukleotidy reparacijos metu netinkanti bazé atpazjstama MUTSa
(MSH2-MSH6 heterodimero ir MUTLa (PMS2-MLH1 heterodimero) pagalba. Kadangi aktyvus
MSH2 (angl. DNA mismatch repair protein Msh2) turi poli-ADP ribozés lickana, manoma, kad
Sio paZeidimo nustatyme taip pat dalyvauja PARP1 baltymas. Prie heterodimerais pazymétos DNR
atkeliauja EXO1 nukleazé, kuri iSkerpa netinkantj nukleotida, o jo vietoje o ar ¢ DNR polimerazés
sintetina naujus komplementarius nukleotidus (Liu et al. 2011).

Ilga laikg buvo manyta, kad PARPI1 dalyvauja tik viengrandiniy trikiy atpaZinime
bei taisyme, taCiau pastaryjy mety tyrimai rodo, jog PARP baltymai taip pat reguliuoja
dvigrandiniy triikkiy taisymo procesus. PARP1 reguliuoja homologinés rekombinacijos procese
dalyvaujan¢io MRE11 (angl. meiotic recombination 11) baltymo aktyvuma, o jo sukeltas poli-
ADP ribozilinimas padidina DNR-PK aktyvuma (Gagne et al. 2008). Be to, PARP1 veikia kaip
transkripcijos faktorius keiciantis daugelio baltymy raiska. PARP1 reguliuoja SP1 (angl.
specificity protein 1), Oct-1 (angl. ubiquitous octamer-binding 1), SOX2 (angl. sex determining
region Y-box 2) ir hnRNP K (angl. heterogeneous nuclear riboncleoprotein K) transkripcijos
faktoriy raiska, t.y. PARP1 netiesiogiai dalyvauja tokiuose procesuose kaip 1gsteliy kamieniskumo
busenos palaikymas, diferenciacija, augimas, apoptozé ir imuninis atsakas, kurie irgi gali biiti
siejami su atsaku j JS bei atsparumo genotoksiniams agentams jgavimu (Gao et al. 2009; Ko ir

Ren 2012).

22



Katalitinis

Genas  aktyvumas
PARP1 Poli-
PARP2 Poli-
PARP3  Mono-
PARP4 Poli-
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PARP9  Neaktyvus

PARP14 Mono-

PARP15 Mono-
PARP7 Mono-

PARP12 Mono-
PARP13 Neaktyvus
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PARP6 Mono-
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3 pav. Zmogaus PARP baltymy domeniné organizacija ir katalitinis aktyvumas. BRCT: BRCA1 C galo
domenas; VIT (angl. vault inter-trypsin domain); vVWA: von Willebrand A tipo faktorius; MVVP-BD
(angl. major vault protein binding domain). Prie domeny esantys skai¢iai parodo baltymo ilgj amino
rigstimis. Paveikslas sukurta pagal Daugherty et al. 2014.

Kity PARP S$eimos nariy funkcijos yra maziau iSnagrinétos, taciau nustatyta, kad

PARP2 ir PARP3 vykdo baziy iskirpimo reparacija (angl. base excision repair (BER)), nukleotidy

iSkirpimo reparacijg (angl. nucleotide excision repair (NER)), nehomologiniy galy sujungima

(angl. non-homologous end joining (NHEJ)) ir homologines rekombinacijas (angl. homologous

recombinations (HR)) dalyvaujan¢iy baltymy poli- ir mono-ADP ribozilinimus, taip reguliuojant

jy aktyvumg (Kutuzov et al. 2014). Jdomu, kad PARP12 skatina DNR galy sujungimg nenaudojant

savo poli-ADP ribozilinimo katalitinés funkcijos. Jis, iki Siol nezZinomais budais, nuo DNR

atitraukia galy sujungimo bloka — 53BP1, taip atlaisvindamas pri¢jima CtIP ir MRN kompleksui

(Fouquin et al. 2017). Taip pat pastebéta, kad kai kurie PARP Seimos atstovai turi katalinius
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domenus, tadiau jie blina neaktyviis. Tokie yra PARPY ir PARP13 (Feij et al. 2013; Vyas et al.
2013). PARPY raiska siejama su lgsteliy migracija, o PARPI3 turi cinko pirSty domeng
reguliuojant] RNR apdorojima bei splaisingg. Iki Siol PARPY ir PARP13 nebuvo siejami su atsaku
] DNR pazaidas ar su DNR pazaidy taisymo procesais, taiau paskutiniai tyrimai atlikti
Nacionalinio vézio institute molekulinés onkologijos laboratorijoje parodé, kad paveikus
kolorektalinio vézio lasteles skirtingomis JS dozémis padidéja jy raiska (Stankevicius et al. 2017).
Be to, dvi PARP13 izoformos PARP13.1 ir PARP13.2, kartu su PARP5a, PARP12, PARP14,
PARP15 yra susikaupusios citoplazminése, nemembraninése struktiirose — streso granulése,
atsirandanciose esant virusinei infekcijai, osmotiniam Sokui, okcidaciniam stresui arba reaktyviy
deguonies formy padaugéjimu (Leung et al. 2011; Moutaoutfik et al. 2014; Catara et al. 2017).
Nors PARPI sasajos su naviku ir DNR pazaidy taisymu yra zinomos, apie kitus PARP baltymus

informacijos yra nedaug, o jie gali biiti potencialiais prieSvéziniy terapijy taikiniais.

1.2.2. PARP slopinimas ir vézio gydymas

Pirmieji PARP slopikliai (benzamidas ir 3-aminobenzamidas buvo aprasyti jau 1984
metais. Jie slopina poli-ADP ribozés sinteze, taip sulétindami DNR pazaidy taisymus. Tacéiau
efektyviam slopinimui reikalingos didelés $iy slopikliy koncentracijos, dél Sios priezasties tyrimai
sustojo in vitro lygmenyje. Be to, Sie slopikliai taip pat paveikia ir kitus lastelinius procesus,
kuriuos sunku kontroliuoti (Milam ir Cleaver 1984). Nuo to laiko buvo sukurta daug naujy PARP
slopikliy, 1$ kuriy trys jau naudojami vézio gydyme. JAV maisto ir vaisty administracija (FDA)
per paskutinius keturis metus patvirtino olaparib, rucaparib ir niraparib naudojima kiausidziy vézio
gydymui (Bitler et al. 2017).

Tyrimai su PARP slopikliais parodé, kad sumazinus PARP geny raisks, lastelés
tampa jautresnés jonizuojanciajai ir UV spinduliuotéms bei jvairiems citotoksiniams vaistams.
Pastebéta, kad neveiklius PARP1 arba PARP2 genus turincios pelés yra ypac¢ jautrios JS poveikiui.
PARP slopikliai pagerina vézio gydymo terapinj efektyvumag bei sumazina Salutiniy poveikiy
atsiradimo tikimybe. Vienas pagrindiniy chemoterapinio vaisto deksorubicino Salutiniy poveikiy
yra kardiotoksiSkumas (pablogé¢ja Sirdies veikla). Pelés turin€ios nuslopintg arba i§jungta PARP1
geng po poveikio deksorubicinu turi normalias laktato dehidrogenazés koncentracijas kraujyje, jy
kreatino kinaziy aktyvumas Sirdyje stabilus ir jos pasizymi didesniu iSgyvenamumu lyginant su
pelémis turin¢iomis veikly PARP1 (Pacher et al. 2006). Panasiis rezultatai gaunami tiriant
cisplatinos Salutinj poveikj (nefrotoksiSkumg). Gyvinams turintiems iSjungta arba nuslopintg
PARP cistplastina padaro mazesn¢ histopatologing Zala, o jo terapinis efektas iSlieka nepakites.
Kadangi daugiausia tyrimy yra atlikta tik su PARP1 ir PARP2, tai papildomi tyrimai apimantys

24



kitus PARP Seimos narius galéty bati perspektyvis prieSvéziniy vaisty paieSkoje (Mukhopadhyay
etal. 2011).

1.3. Vézio kamieninés lastelés

Vézio kamieninémis lgstelémis (VKL) (angl. cancer stem cells) yra vadinama tokia
véziniy lasteliy populiacija, pasizyminti pakitusiais lgstelés ciklo ir Iastelés programuotos mirties
reguliaciniais mechanizmais bei turinti visas kamieninéms lasteléms (KL) badingas savybes (Reya
et al. 2001).

Pirma kartag VKL egzistavimas buvo apraSytas 1937 metais. Mokslininkai pastebéjo,
kad injekavus pavienes leukemijos vézines lIgsteles j peles tik nedidelé dalis gyviiny susirgdavo
leukemija. Taip jie iSkele hipotezg, kad ne visos véZinés lastelés pasizymi geromis
,reprodukcinémis sgvybémis, bet yra ,,unikalios® lasteles, kuriose Sios savybés yra stipriai
iSreikstos (Buczacki 2016). Daugiau nei 60 mety VKL hipotezé¢ buvo vangiai nagrinéjama, kol
1997 metais Bonnet ir Dick $ig hipoteze sugebéjo patvirtinti. Jie nustaté, kad, tik 0.01-1% zmogaus
timinés mieloidinés leukemijos (UML) Igsteliy transplantuojamy j nenutukusias diabetines/sunky
imuniteto nepakankamumg turinc¢ias peles, sukelia UML (Bonnet ir Dick 1997). Tokios lgstelés
buvo praturtintos CD34 pavirSiniais antigenais bei turéjo sumazintg arba visiskai sustabdyta CD38
antigeno raiskg. CD34+/CD38- fenotipas budingas ne tik VKL, bet ir KL, todé¢l abi lgstely
populiacijos yra daugiagalés (angl. multipotent) ir turi platy diferenciacijos potencialg (Jiang et al.
2016). Siandien VKL yra randamos jvairiose véZio tipuose: gaubtinés Zarnos, plaudiy, krities,

kiausidziy, smegeny, odos ir kt. (Liu ir Lathia 2016).

1.3.1. Kolorektalinio véZio KL bioZymenys

Véziniy kamieniniy lgsteliy biozymeny identifikavimui naudojami du metodai:
fluorescencijos pagalba aktyvuoty lgsteliy raiSiavimas (FACS) (angl. fluorescence-activated cell
sorting) ir jy ksenotransplantavimas j imunosupresuotas peles (Buczacki, 2016). Siais metodais
nustatytas ne vienas VKL budingas zymuo (1 lentel¢). Nors jvairiuose vézio tipuose Sie
bioZymenys sutampa, universaliy bioZymeny rinkiniy visy VKL nustatymui iki Siol nerasta
(Romano et al. 2015).

Vienas i§ pirmyjy nustatyty bioZymeny kolorektaliniam véZiui yra prominin-1
glikoproteinas, kitaip CD133. Sis baltymas randamas plazminéje membranoje, o jo raiskos
pokyciai siejami su lgstelés diferenciacija. Taip pat yra manoma, kad CD133 atlieka pagrindinj

vaidmenj kamieniskumo savybiy palaikyme ir siejamas su atsparumu S-fluoruracilo
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chemoterapijai ir radioterapijai atsiradimu bei prasta ligos prognoze, didesne metastaziy tikimybe
(Cherciu et al. 2014). CD133 zymuo randamas daugelyje vézio tipy ir naudojamas identifikuoti
kolorektalinj plauciy, kriity, kiausidziy ir skrandzio vézj (Liu ir Lathia 2016).

Labiausiai paplites ir daugumoje vézio tipy randamas VKL Zymuo yra aldehid-
dehidrogenazé-1 (ALDHI1) (1 lentelé). Sis baltymas negriztamai katalizuoja alifatiniy ir
aromatiniy aldehidy oksidacija, tod¢él ALDHI1 raiSkos didéjimas apsaugo VKL nuo oksidaciniy

pazaidy bei suteikia atsparuma alkilinantiems chemoterapiniams agentams (Chen et al. 2015).

1 lentelé. Skirtinguose vézio tipuose randamy VKL Zzymenys. Su kolorektaliniu véziu sutampantys
Zymenys yra pabraukti.

Vézys Zymenys Literatiiros Saltiniai

CD24, CD29, CD44, CD133, CD166, ALDH-1, .
Kolorektalini BMI-L CDX.2. Delkl. EDCAM. Lars. Msil Khalek et al. 2010; Vaiopoulos et al.
olorektalinis -1, -2, Dclkl, Ep , Lar5, Msi-1,
2012; Cherciu et al. 2014;
Olfm4, B-catenin

CD44, CD87, CD90, CD117, CD133, CD166, .
) Miyata et al. 2015; Hardavella et al.
Plauciy ALDH1, BMI-1, EpCAM, FzZD, KRAS, 2016:
PODXL-1, PTCH, SP, p-catenin, ’

Ali et al. 2011; Gokmen-Polar et al.
CD24, CD44, CD61, CD133, ALDH1, DLL1,
Krities 2011; Hwang-Verslues et al. 2012;
DNER, ESA, ITGAS, ) )
La ir Zapperi 2013

CD24, CD44, CD117, CD133, ALDHI1, Burgos-Ojedaetal.2012; Zhan et al.

Kiausidziy o
EpCAM 2013; Lin ir Ding 2017;
Skrandzio CD44,CD133, ALDH1, ABCB1, ABCG2, Lar5 Brungs et al. 2016; Wang et al. 2016
CD20, CD34, CD44, CD271, ABCB5, ALDH1, Parmiani 2016; La ir Zapperi 2013;
Melanoma
JARID1 Erfani et al. 2016
Bonnet ir Dick 1997; Hosen et al.
CD13, CD25, CD32, CD33, CD34, CDs3s, o
2007; Rhenen et al. 2007; Majeti et al.
. CD44, CD47, CD96, CD123, ALDH1, BMI1 ]
Leukemija 2009; Saito et al. 2010; Jan et al.

CLL-1, HCK, HDAC, HIF-1a, NF-«B, TIM3,
WT1, B-catenin

2011; Goardon et al. 2011; Horton ir
Huntly 2012; Ding et al. 2017

Transmembraninis  baltymas CD44 naudojamas kaip bioZymuo visiems
,,solidiniams* (angl. solid tumor) navikams identifikuoti. Sis baltymas atlicka adhezines funkcijas
ir susijungdamas su savo ligandu — hialurono ragstimi, palaiko lgstelés-lgstelés ir lgstelés-
tarplastelinio uzpildo sgveikas. Be to, CD44 dalyvauja tirozino kinazés receptoriaus c-Met (angl.
tyrosin-protein kinase Met) aktyvavime, todél jo raiska yra svarbi véziniy lasteliy kamieniskumo
palaikyme (Du et al. 2008). CD44 kaip biozymuo daznai naudojamas kartu su CD24, kurj VKL
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sintetina mazai/nesintetina, arba su padidéjusig raiska turinéiais CD166 ir EpCAM (angl. epithelial
cellular adhesion molecule) genais (Hardavella et al. 2016; Liu ir Lathia 2016). Pastebéta, kad
VKL CD44 geno raiska yra padidéjusi, taciau $io baltymo raiSkos sumazinimas siejamas su veézio
piktybéjimu ir metastaziy tikimybés padidéjimu (Dallas et al. 2012), todél CD44 kaip potencialus
taikinys priesvézinéms terapijoms nenaudojamas.

CDA44 raiska yra reguliuojama B-kateninu per Wnt/B-katenino signalinj kelig. Wnt/p-
katenino signalinio kelio pagrindiné molekulé B-kateninas yra ypatingai svarbi kolorektaliniy
VKL vystymesi bei atsparumo terapijoms jgavime. Nors Wnt/B-katenino signalinis kelias taip pat
dalyvauja sveiky kamieniniy Igsteliy vystymosi metu, bet jis néra svarbus KL saves-atsinaujinimo
procese todel gali biiti naudojamas ne tik kaip biozymuo, bet kaip potencialus terapijy taikinys
(Ding et al. 2017).

Integriny Seimos baltymas CD29 aktyvuoja signalines molekules ir signalinius kelius
reguliuojancius lasteliy migracija, proliferacija, iSgyvenamuma, diferenciacijg ir mirtj. Kartu su E-
kadherinu CD29 palaiko lastelés-lastelés ir lgstelés-kolageno saveikas, dél ko lastelés islieka
diferencijuotos. D¢l $iy priezasc¢iy CD29 baltymo raiskos mazéjimas siejamas su diferencijuoty
véziniy lasteliy virsmu j nediferencijuotas, t.y. | VKL ir atsparumo chemo- ir radioterapijoms
jgijimu (Langan et al. 2013).

Kitas potencialus kolorektaliniy VKL biozymuo yra prie mRNR besijungiantis Msi-
1 baltymas. Reguliuojant jvairiy baltymy transliacijas Msi-1 palaiko saves atsinaujinimo savybes
bei nediferencijuoty lastelés buiseng (Espersen et al. 2015).

Kolorektalinio véZzio KL turi padidéjusia Bmi-1 (B lymphoma Mo-MLV insertion
region 1), CDX-2 (angl. caudal type homeobox 2), Dclk1 (angl. doublecortin like kinase 1) ir Lgr5
(angl. leucine rich repeat containing G protein-coupled receptor 5) baltymy raiska. Jie reguliuoja
lastelés proliferacijos ir diferenciacijos mechanizmus, skatina metastaziy formavimasi bei siejami
su prastomis ligos prognozémis (Vaiopoulous et al. 2012), todél gali biiti naudojami kaip
bioZymenys ligos diagnostikoje.

Nors yra surasta nemazai VKL bioZymeny, néra nei vieno, kuris vienareikSmiSkai
nustatyty tam tikra VKL populiacijg. Kartais tas pats bioZzymuo randamas ne tik VKL, bet ir
Iprastose veézinése lastelése, sveikose lastelése arba tiesiog KL (Buczacki 2016). Todél greitai
diagnostikai ir patikimam gydymui svarbu ieskoti naujus biozymenys ir potencialius prie§véziniy

terapijy taikinius.
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1.3.2. Véziniy kamieniniy lgsteliy sasajos su atsparumo JS poveikiui jgavimu

Vézinés kamieninés lgstelés atlicka svarby vaidmenj naviko vystymosi bei ligos
atsinaujinimo po gydymo metu. Nustatyta, kad radioterapijos bei kity priesvéziniy terapijy sekmé
didzigja dalimi priklauso nuo naviko struktiiroje VKL populiacijos dydzio. Manoma, kad VKL
pasizymi didesniu atsparumu genotoksiniams agentams nei vézinés Igstelés (Krause et al. 2017).
2006 metais atlikti tyrimai vieni pirmyjy irodantys padidéjusj VKL atsparumg JS poveikiui.
Mokslininkai lygino vienkartine JS doze veikty laukinio tipo plauciy véziniy lasteliy
iSgyvenamumg su CD247/CD44" plau¢iy véziniy lgsteliy iSgyvenamumu. Pastebéta, kad po
poveikio JS 2 Gy doze lasteliy turinciy VKL btidingus Zymenys iSgyvenamumas sieké net 50 %,
tuo tarpu laukinio tipo véziniy lasteliy — tik 20 % (Phillips et al. 2006). Atsparumas radioterapijos
poveikiui gali atsirasti dél : 1) VKL efektyviau $alina reaktyvias deguonies formas; 2) turi sulétintg
lasteles cikla; 3) turi pakitusius DNR pazaidy taisymo mechanizmus.

Kaip jau buvo minéta praeituose skyriuose, pagrindiné¢ veéziniy lasteliy mirties
priezastis po JS poveikio yra reaktyviy deguonies formy (ROS) atsiradimas. ROS yra atsakingi ne
tik uz lasteliy mirtj, bet ir atlicka svarby fiziologinj vaidmen;j lasteliy diferenciacijos metu,
metabolizme, lasteliy tarpusavio adhezijos procesuose bei lgsteliy migracijoje. Be to, ROS
lastelése veikia kaip signalinés molekulés aktyvuojancios MAPK-Erk, PI3K-Akt kaskadas, IkB
kinaziy-NF«B ir Src-priklausomg signalinius kelius (Liou ir Storz 2010). Vidulastelines ROS
koncentracijas kontroliuoja jvairiis fermentai: superoksido dismutaze, superoksido reduktaze,
katalaze, glutationo peroksidazeé, glutationo reduktaze bei daugiafunkcinis APEX1 baltymas.
Pastebéta, kad VKL turi padidéjusius Siy fermenty raiSkos lygius (Skvortsov et al. 2015).
Daugiausia susidomejimo sukelé APEX1 baltymas, kadangi jis ne tik dalyvauja ROS Salinime, bet
kartu ir DNR pazaidy taisyme (1.4 skyrius). Lou su kolegomis parodé, kad naudojant APX3330
inhibitoriy yra slopinama APEX1 baltymo veikla gaubtinés Zarnos vézinése kamieninése lastelése.
Tokiy Iasteliy augimo greitis sumazejo kelis kartus bei jos tapo daug jautrenés genotoksiniy vaisty
poveikiui (Lou et al. 2014).

Kaip ir paprastos KL, taip ir VKL ilgam laikui gali sulétinti/sustabdyti 1gstelés cikla.
Tokios lastelés yra vadinamos ,,mieganc¢iomis* (angl. quiescent). Jos ilga laikg buna GO fazéje,
taCiau esant iSoriniams stimuliatoriams gali pratesti normalig lastelés ciklo veikla (Cheung ir
Rando 2013). Kadangi VKL turi sulétintg/sustabdyta lastelés cikla, visos standartinés vézio
gydymo terapijos, zudancios greitai besidalijancias lasteles, yra neveiksmingos. Manoma, kad
»mieganc¢iy® lasteliy buseng labiausiai kontroliuoja Notch signalinio kelio baltymai. Tyrimai su

melanomos Igstelémis parodé, kad i§jungus histono 3 demetilazés geng JARID1B (angl. Jumonji
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AT rich interactive domain), pakinta Notch signalinio kelio veikla, VKL diferencijuoja, sumazéja
metastaziy tikimybé bei sulétéja naviko augimas (Roesch et al. 2010).

Nustatyta, kad VKL kaip ir embrioninés KL ar suaugusio organizmo KL daug
efektyviau vykdo DNR pazaidy taisyma nei diferencijuotos lastelés (Wang 2015). Pagrindiné to
priezastis yra stipriai padidéjusi BER, NER, NHEJ ir HR procesuose dalyvaujanciy baltymy raiska
(Vitale et al. 2017). Tiriant glioblastomos liga inicijuojancias (angl. glioblastoma-initiating) VKL,
pastebéta, kad Siose lastelése DNR pazaidy taisymas priklauso nuo PARP Seimos baltymy,
Naudojant PARP slopikl;j ir JS kombinuotg terapija glioblastomos VKL praranda kamieniskumo
savybes, pradeda diferencijuoti bei ziti (Venere et al. 2014).

VKL atsparumo radioterapijai formavimui bei kitoms priesvézinéms terapijoms
didele jtaka turi $iy lasteliy mikroaplinka. Paprastai VKL mikroaplinka sudaro stromos lastelés,
imuninés sistemos lastelés, tarplastelinis uzpildas, 1asteliy iSskyriamos signalinés molekulés (FGF
(angl. fibroblast growth factor); TGF-B (angl. transforming growth factor beta); PDGF (angl.
platelet-derived growth factor); interleukinai) bei jvairtGs kiti metabolitai. (Lau et al. 2017).
Naviko stromg sudaro su véziu susije fibroblastai (angl. cancer-associated fibroblasts (CAFs)).
CAFs nuo jprasty fibroblasty skiriasi tuo, kad turi padidéjusia augimo veiksniy, proteaziy bei
tarplastelinio uzpildo molekuliy sekrecija. Nustatyta, kad CAFs iSskiria hepatocity augimo veiksnj
(HGF), kuris aktyvuoja Wnt/B-katenino bei Notch signalinius kelius, taip palaikydamas VKL
kamieniskumo biiseng. Pastebéta, kad HGF turi jtakos kamieniSkumo palaikyme ir vystymesi
(Vermeulen etal. 2010; Lau et al. 2016). Mikroaplinkoje esancios imuninés lastelés daznai slopina
naviko augima, tafiau yra ir tokiy imuniniy lasteliy subpopuliacijos, kurios skatina naviko
vystymasi. Pavyzdziui, M2 tipo makrofagai inaktyvuoja imunines T Igsteles, sintetina
tarplagstelinio uzpildo komponentus, turi jtakos audiniy regeneracijai bei skatina angiogeneze.
Tokie makrofagai sgveikaudami su VKL aktyvina EphA4 (angl. ephrin type-A receptor 4)
receptoriy, slopina Src ir NF-kB signalinius kelius bei skatina VKL atsinaujinimag (Lu et al. 2014).
Be to, M2 makrofagai i$skiria EGF-8 (angl. epithelial growth factor) augimo faktoriy, kuris
aktyvina STAT3 ir Hedgehog signalinius kelius ir sustiprina VKL atsparuma genotoksiniy agenty
poveikiui (Jinushi et al. 2010).

Daznai naviko mikroaplinkoje susidaro hipoksinés salygos, kurios 1§ visy
fizikocheminiy veiksniy daro didZiausig jtaka atsparumo vézio gydymo terapijoms vystymuisi.
Esant hipoksinéms salygoms sparciai didéja HIFs (angl. hypoxia-indued factors) geny raiska. Yra
zinoma, kad didéjant HIFs raiskai did¢ja ir kamieniSkumo bioZymeny—geny raiska. PavyzdZziui,
Slapimo piislés vézio atveju HIF-1a raiSkos padid¢jimas siejamas su CD44 kamieniskumo geno

raiSkos padidéjimu, o prostatos atveju — su SOX2 raiSkos padidé¢jimu (Bae et al. 2016;
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Koukourakis et al. 2016). Li su bendraautoriais parodé, kad sumazinus HIF-1a raiska, krities
vézinés lastelés tampa jautresnémis chemoterapiniam bei radioterapiniam poveikiui (Li et al.
2015).

Kadangi VKL turi didziulg jtaka atsparumo JS poveikiui vystymuisi, tai pagrindinis

prieSveéziniy terapijy tikslas turéty biiti VKL Salinimas.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai ir tirpalai

96 % etanolis (,,Vilniaus degtiné*, Lietuva);

99,9 % metanolis (,,Sigma-Aldrich®, JAV);

Fosfatinis buferinis tirpalas (PBS) (,,Thermo Scientific*, Lietuva);

Tripsinas (,,Biochrom*, Vokietija);

,,Geltrex™ LDEV-Free Reduced Growth Factor Basement Membrane Matrix* (,,Thermo
Scientific*, JAV);

,,GlutaMAX™ Supplement* (,,Thermo Scientific*, JAV);

Low-melting agaroz¢ (,,ROTH®, Vokietija);

RNase-Free vanduo (,,Thermo Scientific®, JAV);

TrypLE™ (rekombinantinis tripsinas) (,,Thermo Scientific*, JAV);

. Streptomicinas-penicilinas (,,Sigma-Aldrich®, JAV);
11.
12.

Fetalinis jau¢io serumas (angl, fetal bovine serum (FBS)) (,,Biochrom AG*, Vokietija);

Kristalinio  violeto dazas 0,5 %  (N-[4-[bis[4-(dimetilamino)-fenil]Jmetilen]-2,5-
cikloheksadienl-ilidin]-N-metilmetanaminochloridas) (,,Sigma-Aldrich*, JAV);

Natrio piruvatas (,,Sigma-Aldrich®, JAV);

Hemocitometrin¢ skai¢iavimo kamera (,,Kisker-Biotech®, Vokietija).

2.1.2. Rinkiniai

TL-PGR rinkinys ,,KAPA SYBR® FAST qPCR kit Master Mix (2X) Universal®“ (,,KAPA
BIOSYSTEMS®, JAV);

RNR skyrimo rinkinys ,,Quick-R NA™ MiniPrep* (,,ZYMO RESEARCH®, JAV);

Kopijinés DNR sintezés rinkinys ,,RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit“ (Thermo
Scientific, JAV).

2.1.3. Laboratoriné jranga

Centrifugos — ,,Centrifuge 5424 (,,Eppendorf™, Vokietija); ,,Centrifuge 5430 (,,Eppenorf*,
Vokietija); ,,Centrifuge 5810R* (,,Eppendorf™, Vokietija);
Gradientinis termocikleris — ,,Labcycler (,,SensoQuest*, Vokietija);
Laminaring spinta —,,CLASSII BSC* (,,ESCO*, JAV);
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Mikroskopas — ,,Nikon ECLIPSE TS100“ (,, NIKON®, Japonija);

Mini-centrifuga — ,,Combi-Spin FVL-2400N* (,,BIOSAN®, Latvija);

TL-PGR aparatas — ,,Eco Real-Time PCR Thermocycler (,,Illumina®, Olandija);
Termostatas —,,CO2CELL* (,, MMM group®, Vokietija);

Linijinis greitintuvas ,,Varian 6MV Clinac 600 C/D X-ray* (,,Varian Medical Systems*, JAV);

2.1.4. Kitos priemonés

6-, 24- ir 96-sulinéliy 1ékstelés ploksciu dugnu (,,TPP, Sveicarija);
U formos 96-3ulinéliy léksteles (,, TPP*, Sveicarija);

1,5mL, 15mL ir 50 mL mégintuvéliai (,,Eppendorf”, Vokietija);
Lasteliy skai¢iavimo kameros

Serologinés pipetés ir antgaliai (,, TPP“, Sveicarija);

Pipetmanai (,,Eppendorf™, Vokietija).

2.1.5. Mitybinés terpés

DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle mitybiné terpé (,,ThermoFisher Scientific®, JAV);
RPMI 1640 — Roswell Park Memorial instituto terpé (,,ThermoFisher Scientific®, JAV);
DMEM/F12 - Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 terpé
(,,ThermoFisher Scientific®, JAV).

2.1.6. Lasteliy kultuiros

DLD1 — Zmogaus gaubtinés Zarnos karcinomos Duke C tipo Igsteliy linijja (ATCC® numeris
CCCL-221™), Lastelés auginamos RPMI 1640 terp¢je su 10 % FBS, pridéjus 100 U/mL
penicilino, 100 pg/mL streptomicino, 3,5 g/L gliukozés, 2 mM L-alanil-L-glutamino, 3,7 g/L
NaHCO3.

HT?29 — Zmogaus gaubtinés zarnos karcinomos Igsteliy linija (ATCC® numeris HTB38™),
Lastelés auginamos DMEM terpéje su 10% FBS, pridéjus 100 U/mL penicilino, 100 pg/mL
streptomicino, 3,5 g/L gliukozés, 2 mM L-alanil-L-glutamino, 3,7 g/L NaHCOS.
IVKL-DLD1 — perprogramuota DLD1 lasteliy linija. Lasteliy linija i§vesta Nacionalinio vézio
instituto molekulinés onkologijos laboratorijoje naudojant Yamanakos transkripcijos veiksnius
(Oct3/4, KIf4, Sox2, c-Myc). Lastelés auginamos DMEM/F12 terpéje su serumo pakaitalu 20
%, GlutaMAX (1X), MEM-NEAA (1X), B-merkaptoetanoliu (50 puM), bFGF (10ng/ml) ir
ROCK kinaziu inhibitoriumi (10 pM).
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4. DLD1/PARP12; DLD1/PARP13; DLD1/PARP14- — DLDI linijos lastelés turinéios
iSjungta PARP12, PARP13 arba PARP14 gena. Lastelés kultivuojamos RPMI 1640 terpéje,
kaip ir prieS tai minétos laukinio tipo DLDI1 lastelés. Lasteliy sublinijos iSvestos
Nacionaliniame vézio institute molekulinés onkologijos laboratorijoje.

5. HT29/PARP127; HT29/PARP13"; HT29/PARP14" — HT29 linijos lastelés turinéios i§jungta
PARPY, PARP12, PARP13 arba PARP14 geng. Lastelés kultivuojamos DMEM terpéje, kaip
ir pries tai minétos laukinio tipo HT29 lgstelés. Lasteliy sublinijos iSvestos Nacionaliniame

vézio institute molekulinés onkologijos laboratorijoje.

2.1.7. TL-PGR naudojami pradmenys

Santykiniai geny raiskos pokyc¢iai buvo vertinami naudojant 2 lenteléje pateiktus pradmenys:

2 lentelé. TL-PGR naudojami pradmenys

Pradmenys
Genas —
Tiesioginis — 5°-3° Atvirkstinis — 3°-5°
CYCS CCCAAGAAGTACATCCCTGGAA GGCAGTGGCCAATTATTACTCA
POLE3 GGCCCGAGGACCTAAACCT ATGTGGCGTACAGCACGAAG
PRKDC AGGACCTATAGCGTTGTGCC GGGATCACTCAGGTAAGCCG
RAD51 CAACCCATTTCACGGTTAGAGC TTCTTTGGCGCATAGGCAACA
RFC3 GTGGACAAGTATCGGCCCTG TGATGGTCCGTACACTAACAGAT
RRM?2 CACGGAGCCGAAAACTAAAGC TCTGCCTTCTTATACATCTGCCA
TBP CCACTCACAGACTCTCACAAC CTGCGGTACAATCCCAGA

2.2. Tyrimo metodai

2.2.1. Lasteliy kultivavimas

2.2.1.1. Lasteliy auginimas 2D salygomis
Laukinio tipo DLD1, HT29 bei DLD1 ir HT29 su isveiklintais PARP genais

kultivuojamos 25 cm? flakonuose su 5 mL Iasteliy auginimo terpés. Lastelés persé¢jamos 3 kartus
per savaite (kai Igsteliy monosluoksnis auginimo inde padengia 80 % ploto). Tam tikslui
nusiurbiama auginimo terpé, lastelés praplaunamos su 1 mL PBS tirpalu ir atkeliamos, uZpilant 1
mL 0,25% tripsino - 0,02 mM EDTA tirpalo ir inkubuojant 5 min. 37 °C temperattroje. Lasteléms

atkibus nuo flakono dugno, tripsinas neutralizuojamas uzpilant 4 mL auginimo terpés su 10% FBS
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ir suspenduojant. Lasteliy suspensija centrifuguojama 5 min. 500 g jéga. Supernatantas nupilamas,
lasteliy peletas suspenduojamas 1 mL auginimo terpés bei pasirinktas lgsteliy suspensijos tiiris

2

iSpilstomas j naujus 25 cm® flakonus ilgesniam Iasteliy kultivavimui arba naudojamas

tolimesniuose eksperimentuose. Lastelés auginamos 37°C temperatiiroje, 5 % CO- saglygomis.

IVKL-DLD1 lasteliy kultira auginama 6 Sulinéliy Iékstelése, modifikuotose
su Geltrexe. Siam tikslui 0,2 ml Geltrexe (konc. 12-18 mg/ml) atSildoma leduose ir
sumaiSoma su 19,2 ml DMEM/F12 terpés (naudojama darbiné koncentracija ~ 0,15 mg/ml). |
kiekvieng Sulinélj jpilama po 1,5 ml. Lékstelés inkubuojamos 37 °C temperaturoje 2 — 24 val.,
po to palaikomos iki poros valandy kambario temperatiiroje, kad Geltrexe baigty galutinai
polimerizuotis ir naudojamos arba dedamos saugoti 4 °C temperatiiroje, vélesniam
naudojimui. iIVKL-DLDI1 kolonijos yra pers¢jamos kas 3-5 dienas. Perséjimo metu nuo Igsteliy
nusiurbiama terpé. Lastelés praplaunamos PBS ir veikiamos 0,25 mM EDTA tirpalu apie 1-2 min.
kambario temperatiroje. Lastelés Svelniai atplaunamos su pilna DMEM/F12 augimo terpe ir
naudojamos tolimesniuose eksperimentuose. Lastelés auginamos 37° temperatiiroje, 5 % CO»

salygomis.

2.2.1.2. Lasteliy auginimas 3D salygomis — sferoidy formavimas

Laukinio tipo DLD1, HT29 bei DLD1 ir HT29 su i$jungtais PARP genais auginami
U formos 96 Sulinéliy lekstelése. Tam j Sulinélj pilama 170 pl 1 % ,,Jlow-melting* agarozés tirpalo
ir jis iS8karto surenkamas. Procesas kartojamas, kol visi Sulinéliai biina padengti. Léksteles
inkubuojamas 4 °C temperatiiroje, kol agarozé sustingsta.

2D salygomis augintos lastelés atkeliamos su tripsino/EDTA tirpalu. Nuo lasteliy
nusiurbiama terpé, lastelés du kartus praplaunamos PBS tirpalu ir uzla§inama 1 mL tripsino.
Tripsinizacija vykdoma apie 5 min. 37 °C temperatiiroje. Lasteléms atkibus nuo flakono dugno,
tripsinas neutralizuojamas uzpilant 4 mL auginimo terpés su 10% FBS ir suspenduojant. Lasteliy
suspensija centrifuguojama 5 min. 500 g jéga. Supernatantas nupilamas, lasteliy peletas
suspenduojamas 1 mL auginimo terpés. Lastelés skai¢iuojamos hemocitometrinéje lasteliy
skai¢iavimo kameroje (4 pav.).

Reikiamas lgsteliy skaicius (3 lentel¢) s¢jamas 96 Sulinéliy l1eéksteléje iSpilstant po
100 pl terpés. Lekstelés su lastelémis centrifuguojamos 15 min. 750 g jéga ir inkubuojamos 37 °C
temperatiiroje, 5 % CO2 salygomis. RNR skyrimui sferoidai auginami 7 dienas, lasteliy
iSgyvenamumo analizei — 14 dieny. Terpé keiciama kas antrg dieng. Tolimesniems tyrimams dalis

sferoidy yra veikiama skirtingomis JS dozémis.
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4 pav. Hemocitometrinés 3x3 kameros padidintas vaizdas.

Lasteliy kiekis jvertinamas naudojantis (1) formule:

lasteliy kiekis
3x3 tinkleliy skaicius

Lasteliy kiekis/mL = X 10* x skiedimas (1)

iIVKL-DLD1 sferoidai auginami kaip ir prie§ tai minétos lastelés, tik naudojama kita

auginimo terp¢ ir | jg pridedama ROCK inhibitoriaus (iki galutinés 10 pM koncentracijos).

3 lentelé. Sferoidy formavimui naudojamy lgsteliy skai¢ius norint 2 dieng uzauginti vienodo — 400 um
skersmens (0,032 mmd) sferoidus.

Laukinio tipo PARP12 PARP13 PARP14- iVKL
DLD1 4500 1ast. 4500 1ast. 5000 1gst. 3000 last. 1200 Igst.
HT29 2000 last. 1000 last. 2000 last. 1000 last. -

2.2.1.3. Sferoidy dydZiy jvertinimas
Sferoidy dydziai vertinami S$viesiniu ,,Eclipse TS100“ Nikon mikroskopu x4
objektyvu bei naudojantis mikroskopo programine jranga — ,,NIS-Elements F Ver4.30.01%
Steroidy dydis fiksuojamas nuo 2 iki 14 auginimo dienos.
Sferoidy dydziy matavimui naudojamas ,,MATLAB®“ programos papildinys
»SpheroidSizer* v.1.0 (Chen et al. 2014). Skai¢iavimai atliekami naudojant 0,8325 pm/pix

rezoliucijg, kiti parametrai nekeic¢iami.
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2.2.1.4. Lasteliy auginimas 3D salygomis — auginimas tarplasteliniame uzpilde

»GeltrexTM*“

Laukiniotipo DLD1, HT29 bei DLD1 ir HT29 su isveiklintais PARP genais auginami
96 Sulinéliy lekstelése su ploksciu dugnu modifikuotu agaroze. Tam j Sulinélj pilama 170 pL 1 %
»~low-melting® agarozes tirpalo ir jis iSkarto surenkamas. Procesas kartojamas, kol visi Sulinéliai
buna padengti. LéksStelés inkubuojamas 4 °C temperatiroje, kol agarozé sustingsta. Su
tripsino/EDTA tirpalu atkeltos Iastelés skai¢iuojamos hemocitometringje lgsteliy skaiciavimo
kameroje. ] lasteliy suspensija pridedama tarplastelinio uzpildo baltymy komplekso ,,Geltrex "™«
iki galutinés 3,2 % koncentracijos. | kiekvieng Sulinélj pilama 500 lasteliy spenduoty 100 pL terpés
su tarplastelinio uzildo baltymy kompleksu. Lastelés inkubuojamos 1 val. 37 °C temperatiiroje,
kol galutinai jvyksta ,,Geltrex ™ polimerizacija. Po valandos j kiekvieng $ulinélj pilama 100 uL
terpés (be ,,Geltrex ™). Lastelés 7 dienas auginamos 37 °C temperatiiroje, 5 % CO2 salygomis.
Terpé kei¢iama kas antrg dieng. Tolimesniems tyrimams dalis lasteliy yra veikiama skirtingomis

JS dozémis.

2.2.2. Lasteliy Svitinimas jonizuojanc¢iaja spinduliuote

Paruostos léksteles Svitinamos Varian 600 CD linijiniu greitintuvu, 6 MV energijos
rentgeno spinduliais, pasirinkta doze. Naudotos dozés: vienkartiné 2 Gy (toliau 1x2 QGy);
vienkartiné 6 Gy (toliau 1x6 Gy); frakcionuota 2 Gy, kas 24 val. 5 dienas i$ eilés (toliau 5x2 Gy).
Lastelés auginamos inkubatoriuje 37 °C temperatiroje, 5 % CO2 salygomis iki tolimesniy

eksperimenty.

2.2.3. Lasteliy gyvybingumo jvertinimas

2.2.3.1. Klonogeniné analizé

Lasteliy gebéjimo formuoti kolonijas jvertinimui j 6 Sulinéliy 1¢ksteles uzs¢jamas
reikiamas Igsteliy skaiéius (4 lentel¢), kiekvienai JS dozei skiriant po 6 Sulinélius. Praéjus 24 val.
plokstelés Svitinamos pasirinkta JS doze (1x2 Gy; 1x6 Gy; 5x2 Gy). Lékstelés dedamos |
inkubatoriy (37 °C, 5% CO2), kur jos laikomos apie 2 savaites (kas 2 diena keiciant terpe), kol
suformuoja pakankamai dideles kolonijas (maziausiai i§ 50 lasteliy). Joms susiformavus terpé
nusiurbiama, Sulinéliai 2 kartus praplaunami 1 mL PBS tirpalu. Kolonijos fiksuojamos j kiekvieng
Sulinélj jpilant po 1 mL Salto 98% metanolio ir inkubuojant 10 min. kambario temperatiiroje.

Pragjus laikui, metanolis nusiurbiamas ir uzfiksuotos kolonijos paliekamos dziiti. | kiekvieng
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Sulinelj jpilama po 1 ml 0,5% kristalinio violeto dazo tirpalo ir inkubuojama 20 min. DaZas
nupilamas, kiekvienas Sulinélis praplaunamas vandeniu ir kolonijos palickamos dzititi kambario

temperattiroje.

4 lentelé. Klonogenineje analizéje naudojamas lasteliy kiekis. 3 Sulinéliai uzséjami pirmu pateikty lasteliy
skaiCiumi, sekantis 3 — dvigubai didesniu lasteliy skai¢iumi. Naudojant auksta (6 Gy) bei frakcionuotg (5x2
Gy) JS doze s¢jamas didesnis lasteliy skaicius.

Kontrolé 1x2 Gy 1x6 Gy 5x2 Gy

Séjamy lasteliy skaicius 250 ir 500 250 ir 500 500 ir 1000 500 ir 1000

Klonogeninéje analizéje skaiiuojamos nusidazusios kolonijos, kurias sudaro
nemaziau kaip 50 lasteliy. Lasteliy iSgyvenamumo rezultatai yra jvertinami pagal (2) ir (3)

formules:

PE — Suformuoty kolonijy skaicius (kontrolé)

%X 1009 2
Uzséty lasteliy skaictius & @)

PE — i8s¢jimo efektyvumas (angl. plating efficiency);

_ Suformuoty kolonijy skaiCius po poveikio JS

SF = % 100 % @)

Uzséty lasteliy skaicius X PE

SF —i8gyvenusiy lasteliy dalis (angl. surviving fraction). Laikoma, kad jonizuojancia spinduliuote

neveikty lasteliy (kontroliniy) SF yra lygus 100 %.
2.2.3.2. Lasteliy auginamy 3D struktiiroje iSgyvenamumo jvertinimas

Antrg dieng po uZséjimo lgstelés auginamos sferoidy pavidalu yra veikiamos
skirtinga JS doze (1x2 Gy; 1x6 Gy; 5x2 Gy). Kas diena, 14 dieny daromos sferoidy nuotraukos ir
jvertinamas jy dydis. ISgyvenamumas apskaicuiojamas pagal (4) formule:

onizuojanciaja spinduliuote veikty sferoidu skersmens vidurkis
_J janciaja sp u sferoidy %100% (4)

Kontroliniy sferoidy skersmens vidurkis

Lastelés auginamos tarplastelinio baltymy uzpildo komplekse ,,Geltrex "™ pradedant
nuo antros dienos yra Svitinamos skirtinga JS doze (1x2 Gy; 1x6 Gy; 5x2 Gy). 7-ta auginimo diena
skai¢iuojamas suformuoty kolonijy skaiCius. ISgyvenamumas jvertinamas pagal (2) ir (3)

formules.
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2.2.4. Geny raiskos poky¢iy jvertinimas

2.2.4.1. RNR skyrimas

Visuminé RNR skiriama naudojantis ,,Quick-RNA™ MiniPrep” (Zymo Research,
JAV) rinkiniu bei vadovaujantis gamintojo rekomenduojamu protokolu. RNR skiriama 4 val. po
paskutinio JS Svitinimo i$ Igsteliy auginamy sferoidy pavidalu. Tam sferoidai surenkami j 1,5 mL
,.Eppendorf mégintuvélj. Mégintuvélis su sferoidais trumpai centrifuguojamas. Tuomet auginimo
terpés likutis nusiurbiamas ir lagstelés suardomos 300 pL lizés buferinio tirpalo, kurio
sudétyje yra guanidino tiocianato — chaotropinés druskos, apsauganc¢ios RNR nuo endogeniniy
RNaziy. Lasteliy lizatas santykiu 1:1 sumaiSomas 96% etanoliu ir gerai resuspenduojamas. Lizatas
perkeliamas j ,,Zymo-spin™ IIICG* kolonéle esancig surinkimo mégintuvélyje ir centrifuguojama
30 sek. 15000 g jéga. Chaotropiné druska ir etanolis lemia RNR prisijungimg prie silicio
membranos gryninimo kolonéléje, o tuo tarpu likes lizatas centrifugavimo metu yra
pasalinamas. Tuomet kolonélé praplaunama plovimo buferiniais tirpalais, taip paSalinant prie
kolonélés membranos prikibusias priemaisas. Tam ] kolonéle jpilama 400 pL ,,RNA Prep*
vuferinio tirpalo ir centrifuguojama 30 sek. 15000 g jéga. Toliau i kolonéle jpilama 700 pL ,,RNA
Wash* buferinio tirpalo ir centrifuguojama 30 sek. 15000 g jéga. Paskutinis zingsnis kartojamas
tik naudojamas mazesnis kiekis ,,RNA Wash* buferinio tirpalo (400 pL) ir centrifuguojama 2 min.
15000 g jéga. Galiausiai kolonélé perkeliama j §vary ,,RNase-Free® mégintuvélj ir gryna RNR yra
eliuojama, panaudojant 30 puL mazos joninés jégos vandenj be nukleaziy, centrifuguojant 30 sek.
22000 g jéga.

RNR Kkiekis ir grynumas nustatomas spektrofotometriSkai (Nanodrop 2000,
ThermoScientific, JAV), matuojant sugertj ir nustatant Aoeoso ir Azeorzo Santykius. RNR

koncentracija apskai¢iuojama pagal formule (5):

C(ug/mL) = Azgo X 40 (5)
C(ug/mL) — RNR koncentracija;
ISskirta RNR laikoma -70 °C temperatiroje.

2.2.4.2. Kopijinés DNR (kDNR) sintezé

kDNR sintez¢é atliekama 0,2 mL tiirio PGR mégintuvéliuose naudojantis ,,RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit*“ (Thermo Scientific, JAV) rinkiniu pagal gamintojo protokola. |
mégintuvelj pilama i$skirtos RNR tirpalo (0,5 pg RNR), 1 pL atsitiktiniy heksameriniy pradmeny
tirpalo ir iki 12 pL pripilama vandens be nukleaziy. Tuomet j kiekvieng mégintuvélj pilama po 8

ML reakcijos miSinio, kurj sudaro 4 uL 5X reakcijos buferinio tirpalo, 2 uL 10 mM dNTP miSinio,
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1 pL ribonukleaziy slopiklio tirpalo bei 1 pL 200 U/pL ,,RevertAid M-MuLV” atvirkstinés
transkriptazés (5 lentelé). Supilstytas reakcijos miSinys Svelniai sumaiSomas ir trumpai
centrifuguojamas. Visi reagenty tirpalai ir miSiniai iki pat reakcijos laikomi ledo voneléje arba
Saldomuose stoveliuose. Reakcija vykdoma termocikleryje ,,.Labcycler” (SensoQuest GmbH,
Vokietija) pagal programg: 5 min. 25 °C; 60 min. 42 °C; 5 min. 70 °C. Susintetinta KDNR

naudojama i§ karto arba saugoma -20 °C.

5 lentelé. Pirmosios grandinés kDNR sintezés miSinys vienai reakcijai (reagentai supilstomi paeiliui)

Reagentai Tiris, pL.  Galutiné koncentracija
RNR 25 ng/ulL
Random Hexamer pradmenys 1 0,4 WM
dH20 Iki 12 2mM
Reakcijos buferinis tirpalas 4 5x
RiboLock RNase inhibitorius 1 1U
dNTP 2 0,2 mM kiekvieno
RevertAid M-MuLV RT 1 10 ng/uL
Bendras miSinio taris 20

2.2.4.3. Tikro laiko polimeraziné grandininé reakcija

Tikro laiko PGR (TL-PGR) reakcija atliekama naudojantis ,,KAPA SYBR FAST
qPCR Kit* rinkiniu. Bendras vienos reakcijos tiris — 10 pL: 5 uL 2X reakcijos miSinio, j kurio
sudétj jeina KAPA SYBR FAST DNR polimerazé, ANTP, SYBR Green | interkaliuojantis dazas
ir 2,5 mM MgClz; 0,2 pL 10 uM tiesioginio ir atvirkstinio pradmeny misinio; 3,8 uL. vandens be
nukleaziy; 1 puL 10 karty skiesto KDNR tirpalo (6 lentelé). Reakcijos vykdomos 96 sulinéliy
plokstelése (Illumina, JAV) naudojant ,,Eco™ Real-Time PCR System* termociklerj, pagal
programg pateiktg 7 lenteléje. Atliekami 3 kiekvieno geno techniniai pakartojimai kiekvienam
biologiniam méginiui. Atskaitos genas yra TBP (angl. TATA-binding protein). Ribinio slenks¢io

verté 0,05. Duomeny analizei naudojama ,,EcoStudy Software* v5.0 programa.

6 lentelé. TL-PGR miSinys vienai reakcijai

Reagentai Turis, pL  Galutiné koncentracija
dH:0 3,6
2X KAPA SYBR® FAST gPCR Master Mix 5 0,5x
Pradmenys (F+R) 0,4 0,4 uM
kDNR 1 2 ng/uL
Bendras miSinio turis 10
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7 lentelé. TL-PGR reakcijos programa

Zingsnis Laikas Temperatiira, °C  Cikly skai¢ius
Pradiné denataracija 3 min. 95 1
Denatiiracija 3 sek. 95
Pradmeny prijungimas/polimerizacija 30 sek. 60 0
15 sek. 95
Lydymosi kreivés gavimas 15 sek. 55 40
15 sek. 95

Santykiniai geny raiskos poky¢iai apskaic¢iuojami AACt metodu (Livak ir Schmittgen 2001) pagal
(6) ir (7) formules:

n= z—AACT (6)

AACy = (CT(taikinio vid.) — CT(TBP vid.))po poveikio JS — (CT(taikinio vid.) @)
- CT(TBP vid.))prieé poveiki JS

n — geny raiskos pokytis (kartais);
Crtaikinio vid.) — tirlamojo méginio ribinio ciklo verté;

Cr(tsp vid.) — kontrolinio méginio (TBP) ribinio ciklo verté.

2.2.5. Statistiné ir bioinformatiné duomenuy analizé

2.2.5.1. Svertiné genu koekspresijos tinklo analizé

Koekspresiniai geny tinklai kurti R programoje (,,RStudio) pagal 2005 metais
aprasytus Zhang B. Ir Horvath S. protokolus (Zhang ir Horvath 2005). Buvo naudotas geny
ekspresijos profiliy panaSumo matavimas, paremtas poriniy Pearsono koreliacijos koeficienty
matrica. Sis pana$umas iSreiskia atitikmeny matavima tarp geny raiskos profiliy, pasiskirs¢iusiy
meéginiuose. PanaSumy matrica transformuojama ] gretimumo matricg, pasinaudojant jégos
gretimumo funckecija, kuri apibtidina ry$iy tvirtuma tarp mazgy poros. Jéga = 8 pasirinkta
remiantis scale-free topologijos kriterijumi. Siekiant aptikti modulius, naudotas vidutinis jungciy
hierarchinis grupavimas su skirtumy matavimu (Topologinio persiklojimo matavimas, angl.
Topological overlap measure (TOM)). Sis matavimas atspindi persiklojima tarp dviejy tiriamy
tasky, o tuo paciu ir tinklo vidiniy sarySiy matavimg. Aptikti moduliai vaizduojami kaip

dendrogramos $akos, kurios iskirptos naudojant dinaminj Tree cut algoritmg (Langfelder et al.
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2008). R programoje naudoti raSmenys (angl. scripts) plaCiau yra apraSyti Kalifornijos Los

Andzelo universiteto internetiniame puslapyje https://labs.genetics.ucla.edu (zitiréta 2017-11-11).

Kiekvieno modulio apibendrinimui ir vizualizavimui naudoti Cytoscape programos ,,ClueGO* ir

,GeneMania“ papildiniai.

2.2.5.2. Duomeny statistiné analizé

Duomeny statistiné analizé atlikta naudojant “GraphPad Prism 6” programa
(,,GraphPad software®, JAV). Mikrogardeliy duomeny variacijos korekcijai naudota Lowess
normalizacija. Geny, kuriy raiska kito reik§mingai, analizei naudotas vienos imties t testas bei
Benjamini-Hochberg daugybinio palyginimo testas rezultaty tiklumui patvirtinti. Genai laikyti
skirtingai reguliuojamais jei jy raiSka tarp dviejy salygy kito daugiau kaip 1,5 karto (p verté <
0,05).
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Radioterapija iSlieka viena dazniausiai naudojamy vézio gydymo metody. [prastai
véziu sergantiems pacientams skiriama 2 ar 2,5 Gy JS dozé, iki gydymo pabaigos JS suminé dozé
siekia 60-70 Gy. Tuo tarpu, kai ta pati JS dozé vienus pacientus isgydo pilnai, Kituose — néra
gaunamas terapinis efektas Todél svarbu yra nustatyti mechanizmus, signalinius kelius bei genus
atsakingus uz atsparumo radioterapijai jgavima bei Sios terapijos metodo efektyvinimg. Tam
tikslui, $iame darbe, yra nagrinéjami mikrogardeliy analizés metodu gauti visuminés geny raiskos
duomenys. Taip pat tiriamas kolorektalinio vézio lasteliy molekulinis atsakas po poveikio JS
vienkartine (2 Gy ar 6 Gy) arba frakcionuota (3x2 Gy, 5x2 Gy) doze. Genai suskirstomi j geny
grupes pagal biologinius procesus ir signalinius kelius bei tiriami daugiausiai tarpusavio saveiky
turintys genai (Hub) (angl. highly connected nodes).

Zinoma, kad viena i§ pagrindiniy atsparumo JS poveikiui atsiradimo priezaséiy yra
vézineés kamieninés lastelés, todél magistrinio darbo metu buvo auginamos iVKL-DLDI1 lastelés.
Siekiant sukurti sistemg, artimesn¢ in Vivo salygoms, pasitelktas erdviniy lasteliy kultary
formavimo metodas (auginimas sferoidy pavidalu). Tokioje sistemoje auginamos lgstelés jgyja
galimybe formuoti navikams biidingas heterogeniskas struktiiras. Darbe lyginamas iVKL-DLD1
sferoidy atsakas j poveikj JS su atsaku laukinio tipo DLD1 sferoiduose.

Kadangi radioterapijos gydymo efektyvumas priklauso nuo DNR pazaidy taisymo
greiio, todél darbe toliau tiriami su viengrandiniy bei dvigrandiniy triikkiy taisymu susij¢ PARP
Seimos genai. Koekspresijos ir visuminés geny raiskos analizés rezultatai parode, kad po poveikio
JS padidéja PARP12, PARP13 ir PARP14 geny raiska, todél toliau buvo tiriamas DLD1 ir HT29
lasteliy linijos turin¢iy i§jungta vieng i$ $iy geny iSgyvenamumas po poveikio JS vienkartine (2 ir

6 Gy) ar frakcionuota (5x2 Gy) dozémis.

3.1. Geny koekspresiné analizé po poveikio jonizuojanciaja spinduliuote

Zarnyno véZinése lasteléses

Siekiant nustatyti svarbiausius genus dalyvaujancius kolorektalinio vézio lasteliy
atsake i JS poveikj buvo atliekama svertiné geny koekspresijos tinklo analiz¢ (WGCNA). Centriné
koekpresuojamy geny hipoteze teigia, kad Sie genai: 1) yra ko-reguliuojami; 2) funkciskai susije;
3) dalyvauja tose paciose signaliniuose keliuose (Langfelder ir Horvath 2008).

WGCNA pagalba buvo sukonstruotas geny koekspresijos tinklas ir analizuojami
ry$iai tarp geny, kuriy raiska kito 6-iose kolorektalinio vézio lasteliy linijose (DLD-1, HCT116,

HT29, RKO, SW48 ir SW1463) paveiktose jonizuojanéios spinduliuotés vienkartine arba
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frakcionuota dozémis (2 Gy, 4 Gy, 10 Gy, 12 Gy ir 5x2 Gy) (1 priedas). Viso genomo raiskos

poky¢iy mikrogardeliy duomenys imami i§ GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo (zitiréta

2018-05-05)) duomeny bazés. Analizei panaudoti 31-os mikrogardelés duomenys po poveikio JS
kolorektalinio vézio lastelése, i$ jy 24-ios buvo gautos misy laboratorijoje.

Visose mikrogardelése statistiSkai patikimai (p reikSmé <0,05) kito bendry 13471
geny raiska. Sie genai ir jy raiskos poky&iai analizuoti R programos ,, WGCNA* paketo pagalba.
Naudojant Zhang B. ir Horvath S. apra$yta metodikg genai buvo sugrupuoti j modulius (5 pav. A).
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Metalopeptidazés aktyvumo reguliacija
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5 pav. Koekspresuojamy geny moduliai ir jy geny ontologinio GO (angl. Gene ontology) praturtinimo
analizé. (A) Visy geny klasteriné dendrograma, kur x aSyje yra moduliai identifikuojami skirtingomis
spalvomis, o y asyje yra atskiry duomeny grupiy artumas. (B) Geny koekspresijos moduliy GO terminy
histograma, kur pateikiamas neigiamas patikimumo p vertés logaritmas ,,-Ig(p verté)“. Moduliy spalvos
dendrogramoje atitinka moduliy spalvas B grafike.

Nustatyti 23 koekspresijos moduliai, sudaryti nuo 42-y iki 1576-iy geny. IS visy

moduliy 17-a statistiSkai patikimai priskirti jvairiems biologiniams procesams, naudojant

43


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo

Cytoscape programos ,,ClueGO* papildinj. Nustatyti Igstelés ciklo, imuninio atsako, DNR pazaidy
patikros tasky, cAMP metaboliniy procesy, MAPKKK kaskados teigiamos reguliacijos,
biosintetiniy procesy reguliacijos, lastelés ciklos progresijos, epiteliniy lasteliy vystymosi,
metaboliniy ir kataboliniy procesy, metalopeptidaziy aktyvumo reguliavimo, pazaidy signalo
perdavimo, snRNR transkripcijos, autofagijos bei histony metilinimo moduliai (5 pav. B).

Pastebéta, kad patikimiausiems 3 moduliams buvo priskirtos lastelés ciklo, imuninio
atsako bei DNR pazaidy geny ontologiniai procesai. Kadangi $iy moduliy biologinés funkcijos yra
tiesiogiai susijusios su atsaku ] JS, tai juose esantys genai galéty biiti atsakingi uz atsparumo
radiacijai jgavima.

WGCNA pagalba Igstelés ciklo, imuninio atsako ir DNR pazaidy moduliuose,
remiantis tarpgeniniy vidumoduliniy jung€iy (angl. intra-modullar connectivity) suma, nustatyti
daugiausia saveiky turintys Hub genai (6 pav.). Siy geny vizualizacijai panaudotas Cytoscape
programos ,,GeneMania“ papildinys.

Lastelés ciklo modulyje daugiausig sgveiky turintys genai yra CHAF1B (angl.
chromatin assembly factor 1 subunit B), SHCBP1 (angl. SHC binding and spindle associated 1) ir
RADS1. Pagrindiné CHAF1B funkcija yra histony oktamery prijungimas prie naujai replikuotos
DNR molekulés, taciau pastaruoju metu vis daugiau duomeny atsiranda apie Sio baltymo sgsajas
su DNR pazaidy taisymais bei atsparumo radiacijai jgavimu. Gevaert ir Plevris, atlikus
koekspresing analize su glioblastomos ir kiausidziy vézio lastelése ekspresuojamais genais, iskele
hipotezg, kad CHAF1B yra susijes su lasteliy proliferacija bet DNR pazaidy taisymu. Be to,
pastebéta, kad glioblastomos lasteles paveikus JS vienkartine 8 Gy doze keiciasi CHAF 1B raiska,
todél mokslininkai Siam genui priskiria prisitaikymo bei atsparumo JS funkcijas (Godoy et al.
2013; Gaevaert ir Plevris 2014). Sio geno raiskos mazéjimas stebimas 27-iuose i 3 1-os miisy tirty
mikrogardeliy duomenyse.

RADS1 yra gerai Zinomas genas dalyvaujantis dvigrandiniy triikkiy taisyme (placiau
1.1.4. skyriuje). Pastebéta, kad RADS1 raiSka, galimai, kontroliuojama ty paciy tranksripcijos
veiksniy, kaip ir kamienisSkumo geno — SOX2. Be to, atlikus glioblastomos véziniy kamieniniy
lasteliy priverstine diferenciacija (angl. forced differentiation) sumazéja ne tik kamieniskumo geny
raiSka, bet kartu ir RADS1 (King et al. 2017). Tuo tarpu paveikus VKL skirtinga JS (1-8 Gy) doze
RADS1 raiska padidéja. Balbous su kolegomis istyré, kad nuslopinus RADS1 tiek ,,paprastos®
veézinés, tiek vézinés kamieninés lastelés tapo jautresnés JS poveikiui. Todél yra manoma, kad Sis
genas yra vienas svarbiausiy su atsparumo radioterapijai jgijimu susijusiy geny (Godoy et al. 2013;
Balbous et al. 2016). Iki Sios dienos néra atlikty sékmingy klinikiniy tyrimy su RADS51 slopikliais,
taciau RADS51 naudojamas kaip Zymuo veliparib (PARP slopiklis) gydymo efektyvumui nustatyti
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(NCTO03044795). Is 31-o0s Sioje analizéje tirty mikrogardeliy 27-iose RADS51 geno raiska buvo
padidéjusi.
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6 pav. Lastelés ciklo, imuninio atsako ir DNR pazaidy atsako moduliy geny saveikos tinklai. Raudonai
pazyméti daugiausia sgveiky turintys genai. Melsva, geltona ir ruda spalvomis pazyméti ,,GeneMania“
papildinio pasitlyti numatomi genas. Vizualizacija atlikta naudojant Cytotoscape programos
,,aeneMania“ papildinj.

SHCBPI1 genas kriities bei kepeny véZinése lastelése aktyvina proliferacijos bei
slopina apoptozés procesus. Proliferacijos reguliavime SHCBP1 dalyvauja kaip augimo veiksniy
receptoriy (insulino receptorius (IR); insulino augimo veiksnio receptorius (IGFR); epiderminio
augimo veiksnio receptorius (EGFR); fibroblasty augimo veiksnio receptorius (FGFR))
aktyvatorius. Pries-apoptotinés SHCBP1 savybés atsiranda dél to, kad jis aktyvuoja MAPK/ERK
ir PI3K/AKT/mTOR signalinius kelius bei didina ciklino D1 raiska. Tuo tarpu, SHCBP1
iSveiklinimas sulétina Igstelés cikla bei slopina Igsteliy proliferacijg (Tao et al. 2013; Feng et al.
2016). Taciau apie SHCBP1 sasajas su DNR pazaidy taisymu arba atsparumu radioterapijai

jgijimu informacijos néra. Kadangi SHCBP1 yra vienas i§ lastelés ciklo modulio hub geny
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atsiradusiy dél JS poveikio, o jo raiSka 26-iuose méginiuose didéja, tai galima teigti, kad SHCBP1
yra atsakingas uz véziniy lasteliy prisitaikyma prie JS ir uz atsparumo jos poveikiui didéjima.

Imuninio atsako geny grupéje daugiausiai sgveiky turi EPSTI1 (angl. epithelial
stromal interaction), DDX60 (angl. DExD/H-box helicase 60) ir IFI44L (angl. interferon induced
protein 44 like) genai.

EPSTII baltymo funkcija yra siejama su véziniy lasteliy migravimu, kamieniskumu
bei apoptozes procesu. Apoptozes atveju, EPSTII slopinimas skatina proteaziy Cas8, Cas7 ir Cas3
veikla, kurie slopindami PARP1 aktyvumg (minétos kaspazés skaldo PARP Seimos baltymus) ir
stabdo viengrandiniy DNR trukiy taisymg (Capdevila-Busquets et al. 2015). Analizuojamuose
duomenyse EPSTI1 raiska didéjo (30-yje i§ 31-o0s gardelés).

DDX60 genas yra aktyvinamas pirmojo tipo interferono pagalba, esant virusinei
infekcijai, o padidéjusi raiSka siejama su prasta terapine prognoze gerkly vézio atveju (Fu et al.
2016). Tuo tarpu kolorektalinio vézio lgstelése po JS poveikio DDX60 raiska didéja (22-uose i$
31-0s).

Informacijos apie imuninio atsako modulio trecig hub geng IFI44L yra nedaug.
Zinoma, kad IFI44L raiska siejama su prastomis kasos véZio gydymo prognozémis, ta¢iau apie $io
geno s3sajas su kitais veézio tipais bei atsaku i JS poveiki ar DNR pazaidy taisymu atlikty tyrimy
néra. Po JS poveikio tik HT29 Iastelése IFI44L geno raiska buvo padidéjusi, tuo tarpu kituose,
tirtuose kolorektalinio vézio lgsteléses Sio geno raiskos pokytis nebuvo reik§mingas. Nors EPSTI1,
DDX60 ir IFI44L tiesiogiai néra susije su atsaku j JS poveikj, taciau jie yra koekpresuojami kartu
su STAT1 (angl. signal transducer and activator of transcription) genu (6 pav.). STAT1 genas
yra vienas pagrindiniy IFN signalinio kelio geny ir manoma, kad dalyvauja radioatsparumo
jgavime. Atsirandantis radioatsparumas aiSkinamas, tuo, kad didéjant STAT1 geno raiSkai, did¢ja
interleukiny 6 ir 8 raiSka, kurie slopina apoptozés procesus. (Efimova et al. 2009). Pastebéta, kad
nutildant STAT1 gena, DDX60 ir IFI44L raiska irgi sparciai sumazéja (Gaston et al. 2016), todél
galima manyti, kad Sie genai galimai yra susij¢ su atsparumo radiacijai jgavimu.

SESN1 (angl. sestrin 1), TP53INP1 (angl. tumor protein p53 inducible nuclear
protein 1) ir ANKRAZ (angl. ankyrin repeat family A nember 2) genai nustatyti kaip daugiausia
saveiky turintys genai DNR pazaidy modulyje. SESN1 yra antioksidacinémis savybémis
pasizymintis, streso saglygy aktyvinamas genas. Jis, kartu su SESN2 slopina mTOR signalinio kelio
veikla, taip slopinant lasteliy proliferacijg (Budanov ir Karin 2008). Jdomu, kad Sio geno raiSkos
mazejimas, taip pat, siejamas su ROS formy pagauséjimu ir mutacijomis (Kopnin et al. 2007).

Kadangi SESNI1 pasiZymi ir navikg supresuojanciomis ir skatinan¢iomis savybémis, tai jis néra

46



nagrin¢jamas kaip potencialus priesvézinés terapijos taikinys. IS 31-riy analizuojamy
mikrogardeliy duomeny, 24-iuose dél JS poveikio SESN1 raiska did¢jo.

TPS3INP1 yra nuo p53 priklausomas vézio supresorinis genas, kuris skatina nuo
autofagijos priklausomg apoptozg. Kaip ir SESNI1, TP53INP1 yra svarbus dél JS poveikio
atsiradusiy ROS junginiy Salinime. Esant i§veiklintam p53 genui, TPS3INP1 kartu su p73 sulétina
lastelés ciklg ir reguliuoja lIgsteliy apoptoz¢. Gimdos kaklelio vézinése Igstelése nuslopinus
TP53INP1 raiska ir paveikus jas JS stipriai sulétéja lasteliy augimas. Sio geno i§jungimas
apSvitintose HELA lastelése aktyvina apoptozés procesus, o fibroblasty lgstelése po JS poveikio
jvyksta mitotiné katastrofa arba stebimi Igsteliy senéjimo procesai (Sandor et al. 2015). Misy
analizés rezultatai rodo, kad TPS3INP1 raiska, dél JS poveikio kito panasiai kaip ir SESN1 atveju
— visose lgsteliy linijose raiska mazéjo iSskyrus HT29 ir SW1463.

Tiksli ANKRA2 geno funkcija néra aiSki, taciau yra pastebéta, kad jo raiSka
reguliuojama p53 geno bei po poveikio JS jo raiska didéja (Parikh et al. 2014). Panasus raiskos
did¢jimas pastebimas ir Siame skyriuje apraSomuose duomenyse. 28-niuose i§ 31-riy méginiy
ANKRAZ2 geno raiska did¢jo. Kadangi ANKRA?2 yra vienas i§ DNR pazaidy taisymo modulio
Hub geny, o dél JS poveikio jo raiSka didéja, tai galima kelti hipoteze, kad ANKRA?2 yra susijgs
DNR pazaidy taisymo procesais ir yra atsakingas uz véziniy lasteliy prisitaikyma prie JS ir uz
radioatsparumo didéjima.

Zinant uz radioatsparumga atsakingus genus ir turint jy koekspresijos tinklus, teoriskai galima
nustatyti, kiek ir kokius genus reikia i§jungti norint i§veiklinti visg tinklg ir taip jjautrinti véZines

lasteles.

3.2. Visuminés geny raiskos analizé jonizuojancigja spinduliuote
paveiktose DLD1 ir iVKL DLD1 Igstelése augintose 3D modelinéje

sistemoje

Viena i§ pagrindiniy prieZas¢iy, kodé¢l radioterapijos poveikis lasteléms ne visada
pasiekia norimy rezultaty yra vézinés kamieninés lgstelés. Todél toliau buvo siekiama palyginti
atsakg po JS tarp véziniy (DLD1) ir véziniy kamieniy (iVKL-DLD1) lasteliy.

DLDI ir laboratorijoje iSvestos indukuotos vézinés kamieninés DLD1 lastelés buvo
augintos 3D Iasteliy kultiiry modelingje sistemoje. Parodyta, kad tokiu biidu auginamos lastelés
jgyja galimybe formuoti in vivo navikams biidingas struktiiras (Weiswald et al., 2015). Lasteliy
sferoidai buvo veikti JS frakcionuotomis (3x2 Gy ar 5x2 Gy) dozémis ir praéjus 4 val. po
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paskutinio JS poveikio iSskirta lgsteliy visuminé RNR. Ji véliau buvo naudojama geny raiSkos
poky¢iy matavimams mikrogardeliy ir TL-PGR metodais.

Atlikus prading analiz¢ GeneSpringGX v1.0 programine jranga ir apdorojus
duomenis gautus 1§ mikrogardeliy eksperimento, buvo nustatyti skirtingai reugliuojami genai po
poveikio JS. Rezultaty tikslumui patvirtinti taikytas vienos imties ¢ testg bei Benjamini-Hochberg
daugybinio palyginimo testas. Geny raiskos pokytis analizuotas kaip patikimas, jei jis kito virs 1,5
karto bei jo statistiné p verté buvo mazesné nei 0,05.

Duomenys gauti 1§ mikrogardeliy eksperimento rodo, kad 7 dienas 3D pavidalu
augintose vézinése DLD1 lgstelése po poveikio frakcionuota JS kito 634-iy geny raiSka. IS kuriy
270 pasizyméjo padidéjusia raiSka, o 364 — sumazéjusia. Tuo tarpu, 3D pavidalu augintose iVKL-
DLDI1 Igstelése po poveikio JS pakito 1168-iy geny raiska, i$ kuriy 370 didéjo, o 798 mazéjo (8
lentel¢). Tai parodo, kad iVKL-DLDI didesnés dalies geny raiska dé¢l JS poveikio yra slopinama.

8 lentelé. Skirtingai reguliuojamy geny skaic¢ius DLD1 ir iVKL DLD1 lgstelése po poveikio frakcionuota
JS. Analizuoty geny raiskos pokytis > 1,5 karto, o p verté < 0,05.

Lasteliy JS Visy patikimai Padidéjusig raiska Sumazéjusig raiska
linija poveikis _pakitusiy geny skaiCius turintys genai turintys genai
DLD1 5x2 Gy 634 270 364
iVKL-DLD1 3x2 Gy 1168 370 798

I$ atliktos analizés galima pastebéti, kad iVKL-DLD1 atsakas j JS yra labiau
praturtintas ir skiriasi nuo DLD1 Iasteliy.

Toliau, buvo lyginami geny raiskos poky¢iai po JS laukinio tipo DLDI1 vézinése
lastelése su iIVKL-DLD1 (7 pav.).

Visi genai Padidejusi raiska Sumazeéjusi raiska

DLD1

IVKL-DLD1

7 pav. Veno diagrama vaizduojanti skirtingai reguliuojamyjy geny pasiskirstyma frakcionuota JS doze
veiktose laukinio tipo DLD1 ir iVKL DLDI1 Iastelése. Vizualizacija atlikta naudojant
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn (ziaréta 2018-05-01) jrankj.

48


http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn

Nustatyta, kad dél frakcionuotos JS poveikio abiejose Igsteliy linijose bendrai kito
118 geny raiska. Tuo tarpu, laukinio tipo lastelése buvo 516, o iVKL — 1050 unikaliai kintanc¢iy
geny. Zidrint j padidéjusia raiska turindius genus, i§ 270-ies geny budingy DLD1 po poveikio 3x2
Gy JS doze 246 yra unikalas, 0 iVKL-DLD1 po poveikio 5x2 Gy JS doze i§ 370-ies geny 346 yra
unikaliis. Bendry geny skaicius, kuriy raiska didéjo abiejose Iasteliy sublinijose yra 24. Tuo tarpu
del JS poveikio DLDI lastelése maze¢jo 277 tinikaliy geny raiska, o iVKL-DLD1 —711-o0s. Bendry
sumazejusia raiska turinéiy geny yra 87.

Tam, kad atsakyti j klausimg kaip skiriasi atsakas j JS tarp dviejy tiriamy lgsteliy
linijy toliau buvo tikrinta kokiuose signaliniuose keliuose dalyvauja nustatyti genai.

Pasitelkus geny anotacijos jrankiu WebGestalt (WEB-based GEne SeT AnaLysis
Toolkit) ir KEGG (Kyoto encyclopedia of genes and genomes) duombaze nustatyta, kad DLD1
lastelése 634 patikimai pakite genai dalyvauja 41-ame skirtingai reguliuojamame signaliniame
kelyje. Siame darbe analizei buvo pasirinkti signaliniai keliai, kurie gali turéti tiesioginj poveikj
procesams vykstantiems dél JS poveikio, t.y. keliai susije su lgstelés ciklo reguliavimy ir DNR
pazaidy taisymais. I§ 41-o0 signalinio kelio, kuriuose dalyvauja DLDI1 lastelés po poveikio JS, 8
priskiriami kaip su lastelés ciklu ir DNR pazaidomis susij¢ signaliniai keliai. Tuo tarpu, iVKL-
DLDI1 lastelése 1168 patikimai pakite genai dalyvauja 87-iuose skirtingai reguliuojamuose
signaliniuose keliuose. Pastebéta, kad abiejose lasteliy sublinijose po JS poveikio dalyvaujantys
genai atsakingi uz baziy iSkirpimo reparacijos (BER), DNR replikacijos (DNA replication),
homologinés rekombinacijos (HR), nukleotidy iskirpimo reparacijos (NBER), lastelés ciklo (cell
cycle), nehomologiniy galy sujungimo (NHEJ), nekomplementariy nukleotidy reparacijos (angl.
mismatch repair) ir p53 signalinj kelig (9 lentelé). Po poveikio JS DLDI1 lastelése pagal
praturtinimg KEGG kategorijoje auksciausig p verte turi DNR replikacijos ir lgstelés ciklo
signaliniai keliai (abiejy p verté lygi 3,48 x 10°). Sie signaliniai keliai yra labiausiai praturtinti
galimai dél to, kad po poveikio JS jvyksta DNR viengrandiniai ir/arba dvigrandiniai triikiai ir
sulétinamas ar net sustabdomas lasteliy ciklas. Esant GO/G1 fazei DNR triikiai taisomi
nehomologiniy galy sujungimo signalinio kelio pagalba, o esant S-G2/M fazei aktyvinamas
homologiniy rekombinacijy signalinis kelias (Blanpain et al. 2011).

Tuo tarpu iVKL-DLDI lastelése auksciausia p verte turi baziy iSkirpimo reparacijos
signalinis kelias (5,20 x 10°). BER kelias jjungiamas esant viengrandziams triikiams, kuriuos
daZniausiai sukelia ROS junginiai (Abbotts ir Wilson 2017). Jdomu tai, kad iVKL-DLD1 po
radioterapijos maz¢ja BER signalinio kelio OGGI1 geno raiska (1,77 karto). Pastebéta, kad
padidéjusi Sio geno raiSka kolorektalinio vézio DLDI lastelése siejama su radioatsparumu, o $io

geny slopinimas ar iSveiklinimas padidina Igsteliy jautruma JS poveikiui. Tuo tarpu limfomos TK6
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lastelése pastebimas priesingas OGG1 poveikis. Esant padidéjusiai Sio geno raiSkai lgstelés yra
labiau jautrios JS poveikiui. Toks skirtingas OGG1 veikimas paaiSkinamas tuo, kad kai kurios
lastelés, stiprinant BER aktyvuma, prisitaiko prie auksty ROS junginiy koncentracijy, taip jgijant
atsparumg radioterapijai (Ramdzan et al. 2017).

Nors po poveikio JS DLD1 ir iVKL-DLD1 lgstelése jjungiami panasas signaliniai
keliai, taciau juose dalyvaujantys genai retai sutampa. Uz lastelés ciklo ir DNR pazaidas
atsakinguose signaliniuose keliuose bendri yra RFC3, MCM5, RAD51, PRKDC, RRM2, SHISA5

ir CYCS genai.

9 lentelé. Signaliniai keliai, bei juose dalyvaujantys genai, praturtinti DLD1 ir iVKL-DLDI1 lgstelése po
poveikio frakcionuota JS. Prie geny esancios strelytés parodo geny raiSkos pokytj. 1 - raiSka did¢jo; | -
raiSka mazéjo. Analizé atlikta naudojant ,,WebGestalt“ anotacijos jrankj.

KEGG signalinis DLDI - VKL DLD1 — Bendri
kelias 4 Genai pverte Gin“ Genai pverte  senai
PARP11; POLE2T;
s HMGB11; PCNAT; APEX11; APEX2];
Baziy iSkirpymo 5  NTHL1];POLD27;  0,0008 9 POLE3|; POLD3];  5,20e-06 -
reparacija POLL| OGG1[; MUTYH];
POLE4?
RFC3|; POLE2T;
RPA21; POLA21Y; MCM51;
RFC31; MCM61; RNASEH2A|; REC3:
DNR replikacija 10 PCNA?T; MCM57;  3,48e-09 9 POLE3|; 9,47e-06 MCMé
MCM2t; RFC21; RNASEH2B|;
MCM37; POLD21 POLD3|; POLE4t;
PRIM1|
. RPA21; RAD51CY; RAD52|; BLM{;
Homologines 5 RADS4L1: 0,0005 6 POLD3|; RAD511;  0,0007 RAD51
rekombinacijos RAD511; POLD2? RAD50; RAD54B|
Nukleotidy RPA21; RFC31; POLE3|; RFC3};
iskirpymo 5 PCNAf; RFC21;  0,0026 6 POLE2f; POLD3;  0,0037  RFC3
reparacija POLD21 CUL4B|; POLE4?
MCM61; PRKDCT;
BUB1B?; CHEK1Y; CCNE2;
PKMYT1t; CDKN2C|;
CDKN1A?:; ANAPC1|; BUB3T; PRKDC:
Lastelés ciklas 16 MCM21; CDK11;  3,48e-09 12 PRKDC?®; MYC|; 0,0007 MCMSI
PCNAT; MCMS51: MCMS5+; CDC201;
CCND3t; E2F17; E2F5]; CULL;
BUBLY; E2F27; YWHAZ?; HDAC2|
ORC61; MCM31 ;
PMAIP1T;
53 signalinis CBEE??TSEEXSI C(i:TCS’\]i:I?lR]i{II%/?zl RRM2;
po3 sigr 11 CYCS{;CHEK1), 131e-07 8 LRRM2TS 6 5900 sHISAS;
kelias ) SHISAS5|; CYCS?;
CDKNIAT; STEAP3; CCNG | CYes
CDK17; FASY; ;
THBS1?
Nehomologinis PRKDCY; POLL|  0,0422 3 PRKDCT; RADSOL: g 9193 priDC
galy sujungimas POLM|
Nekomplementari RPA21; EXO11; . .
y nukleotidy 6 RFC31; PCNAT:  1,33e-05 3 RFC?\}I'S@IDSL 00420  RFC3
reparacijos RFC21; POLD21
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Analizuojant geny dalyvaujanciy lasteliy atsake j JS poveikj reguliacijg, pastebéta,
kad DLDI1 Iastelese dél jonizuojancios spinduliuotés su DNR pazaidomis susijusiuose
signaliniuose keliuose dalyvaujanciy geny raiSka yra padidéjusi (64 i§ 68-iy). Tuo tarpu iVKL-
DLD1 lastelése 36-iy 1§ 54-iy geny raiSka mazéja. Taigi, nors KEGG signaliniai keliai abiejose
lasteliy linijose yra tie patys, taciau geny reguliacija juose skirtinga. Tod¢l vienas i§ galimy budy
kaip IVKL-DLDI lastelés jgauna atsparumg JS poveikiui yra DNR taisymo mechanizmuose
dalyvaujanc¢iy geny slopinimas.

Zvelgiant j genus, kuriy raika labiausiai kito dél frakcionuotos JS poveikio,
pastebéta, kad DLD1 ir iVKL-DLDI1 Igstelése labiausiai kintantis genas yra AQP6 (angl.
aquaporin 6) (8 pav.). Po poveikio 5x2 Gy JS DLD1 lastelése Sio geno raiska mazéjo ~10,14 karty
(p = 0,018), tuo tarpu iVKL-DLDI1 lgstelése po poveikio 3x2 Gy JS — mazéjo ~5,7 karty (p =
0,009). Akvaporinai tai membraniniy baltymy Seima, reguliuojanti selektyvy vandens ir kity jony
transportg per membrang susidarant osmotinio slégio gradientui. Vézio atveju, akvaporinai
palengvina vandens patekima ] naviko vieta, taip sukeliant edema (skysCio susikaupima
audiniuose) ir vézio iSplitimg. Manoma, kad Sios Seimos baltymai taip pat yra atsakingi uz
proliferacijos, angiogenezes ir migracijos procesus. Patebéta, kad AQP1 raiSkos padidéjimas
svarbus lamelipodijy formavime. Akvaporinai taip pat yra atsakingi uz lasteliy turio pokycius,
kurie salygoja lasteliy judéjimg (Khajah ir Lugmani 2016). Apie AQP6 sasajas su naviko
vystymusi ar atsaku j JS poveikj informacijos néra daug, taciau Zinoma, kad po chemoterapinio
poveikio, kiausidziy vézio atveju, AQP6 raiskos padidéjimas siejamas su gera ligos prognoze
(Chetry et al. 2018). Kadangi abiejose tirtose lgsteliy sublinijose AQP6 raiska dél JS poveikio
stipriai maz¢jo, tai galima manyti $is genas yra svarbus véziniy lgsteliy atsake j radiacijos poveikj.

Del JS poveikio DLD1 ir iVKL-DLDI1 lgstelése taip pat reikSmingai keitési LCE3C
(angl. late cornified envelope 3C) geno raiska. Po poveikio 5x2 Gy JS DLDI lastelése $io geno
raiska mazéjo ~6,28 karty (p = 0,024), tuo tarpu iVKL-DLDI lgstelése po poveikio 3x2 Gy JS —
mazéjo ~3,39 karty (p = 0,013). LCE3C priklauso epidermio diferenciacijos kompleksui (angl.
epidermal differentiation complex (EDC)). Sio komplekso baltymai yra svarbiis epidermio lasteliy
diferenciacijoje bei ROS junginiy Salinime. EDC baltymai turi daug amino rtigsties cisteino, kas
leidzia jiems tiesiogiai sgveikauti su ROS junginiais, formuojant disulfidinius tiltelius (Schafer ir
Werner, 2011). ISanalizavus mikrogardeliy duomenis (zitreti 3.1 skyriy), pastebéta, kad 1§ 31
analizuotos mikrogardelés duomeny, 26 LCE3C raiska mazéjo daugiau nei 2 kartus (p < 0,05). Be
to, pastebéta, kad kity Sios grupés geny raiska po poveikio JS irgi reikSmingai mazéjo. Daugiau
nei 1,5 karto mazéjo LCELA, LCEIC ir LCE1D (24-iuose i§ 31-0s mikrogardelés) geny raiska, o
LCE3A — mazéjo vir§ 3 karty (26-iuose mikrogardelése). Kadangi po JS poveikio didéja ROS
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junginiy kiekis, o LCE3C galimai atsakingas uz jy Salinima, tai galima manyti, kad Sis genas yra

svarbus lasteliy atsake j radioterapijos poveiki, o dar didesnis Sio geno slopinimas galéty padidinti

ROS junginiy koncentracijg — sumazinti lgsteliy i§gyvenamuma.
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8 pav. Ugnikalnio grafikas (angl. volcano plot) vaizduojantis geny raiskos pokycius po poveikio JS
DLD1 ir iVKL-DLDI lastelése, kur x aSyje yra dvejatainis raiSkos pokyc¢io logaritmas ,,log(raiskos
pokytis)“, o y — neigiamas deSimtainis patikimumo p vertés logaritmas ,,-Ig(p verté)“. Genai, kuriy
raiSkos pokytis > 1,5 karto, 0 p < 0,05 pavaizduoti Zalia spalva, o 10 didziausig raiskos pokyt] turintys
genai pavaizduoti raudona spalva. Bendri labiausiai kintantys genai abiejose lasteliy sublinijose yra
pabraukti (AQP6 ir LCE3C).

Siekiant validuoti visuming geny rai§kos analiz¢ mikrogardeliy metodu, buvo atliktas

geny raiskos palyginimas tikro laiko PGR (TL-PGR). Patikrinti POLE3, RRM2, CYCS, PRKDC,
RFC3, PARP1 ir RADS1 geny raiskos pokyciai (9 pav.).
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9 pav. Mikrogardeliy tyrimo duomeny validacija TL-PGR metodo pagalba. TBP (angl. tata binding
protein) naudotas kaip atskaitos genas. Taikytas ribinis slenkstis 0,05.
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3.3. PARP Seimos geny jtaka Igteliy iSgyvenamumui po poveikio JS

PARP $eimos baltymai dalyvauja DNR pazaidy taisyme. Siuo metu gydymui bei
ikiklinikiniuose ir Klinikiniuose tyrimuose jau naudojami PARP1 ir PARP2 slopikliai, ta¢iau apie
kity PARP Seimos geny raiSkos slopinimg informacijos yra nedaug. Koekpresinéje analizéje
pastebéta, kad po poveikio JS, daugelyje kolorektalinio vézio lasteliy patikimai kito PARP2, 3, 6,
8,9,10,11, 12, 14, 16 geny raiska. Kadangi PARP12 ir PARP14 geny raiSka po JS poveikio did¢jo
(atitinkamai 27-iuose ir 29-iuvose i$ 31-os mikrogardelése), tai tolimesné analizé buvo atlieckama
su Siais genais. Genas PARP13 taip pat buvo jtrauktas j analize, kadangi miisy laboratorijoje atlikti
tyrimai parodé, jog HT29 lastelése po JS poveikio Sio geno raiska igi reikSmingai didéjo. Dél Sios
priezasties miisy laboratorijoje buvo nuspresta iSvesti DLD1 ir HT29 lasteliy linijas su i§veiklintais
PARP12, PARP13 ar PARP14 genais. Siy geny i$veiklinimui buvo naudojama CRIPSR/Cas9
sistema. D¢l Sios priezasties Siame darbe buvo tiriamas iSvesty sublinijy iSgyvenamumas po
poveikio JS vienkartinémis (1x2 Gy bei 1x6 Gy) bei frakcionuotomis (5x2 Gy) dozémis. Tam
tikslui 1gstelés buvo auginamos trijose skirtingose Igsteliy kultiiry sistemose: 2D — auginant ant

plastiko pavirsiaus; 3D-M — auginant lasteles tarplastelinio uzpildo baltymy kultiiroje; 3D-SF —

auginant Igsteles kaip 3D lasteliy agregatus (sferoidus) (10 pav.).
3D-M 3D-SF

10 pav. Lasteliy morfologija auginant skirtingose modelinése sistemose. Nuotraukose pavaizduotos
laukinio tipo DLD1 lastelés. 2D — auginimas ant plastiko pavirSiaus; 3D-M — auginimas tarplgstelinio
uzpildo baltymy kultiiroje; 3D-SF — auginimas sferoidy pavidalu. Mastelis atitinka 500 pm.

Pastebéta, kad véziniy lgsteliy atsparumas genotoksiniy agenty poveikiui priklauso
ne tik nuo paéiy lasteliy savybiy, bet ir jy mikroaplinkos. Zinoma, kad lasteliy auginimas in vivo
aplinka primenanciomis salygomis, t.y. 3D lasteliy kultiroje, lemia skirtingg proliferacija,
diferenciacijg ir iSgyvenamumga lyginant su 2D modeline sistema (Stankevicius et al. 2017). D¢l
Sios priezasties, pirmiausia buvo lyginamas Igsteliy iSgyvenamumas po JS poveikio vienkartinémis

ir frakcionuotomis dozémis 2D ir 3D-M modelinése sistemose (11 pav.) (2 priedas).

53



Apsvitinus Igsteles JS vienkartine 2 Gy doze tiek 2D, tiek 3D Igsteliy kultiiroje
iSgyvenamumas mazéjo nezymiai. Tuo tarpu Svitinant lasteles 6 Gy ar 5x2 Gy JS doze, pastebimas
zymus lgsteliy gyvybingumo sumaz¢jimas nepriklausomai nuo auginimo sglygy. Po JS poveikio
6 Gy ar 5x2 Gy doze DLDI lasteliy linijoje 2D sistemoje maziausiai i§gyveno Iastelés turincios
iSveiklinta PARP14 geng (atitinkamai ~ 0,08 ir ~ 0,14). Tuo tarpu PARP12 ir PARP13 geny
iSveiklinimas neturéjo reikSmingo poveikio iSgyvenamumui 2D modelinéje sistemoje (laukinio
tipo DLD1 -0,13ir 0,3; DLD1/PARP12 - 0,18 ir 0,4, DLD1/PARP13 - 0,13 ir 0,29 atitinkamai
po 6 Gy ir 5x2 Gy JS poveikio).
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11 pav. PARP geny iSveiklinimo jtaka lasteliy gyvybingumui po poveikio JS 2D ir 3D-GT modelinése sistemose.
Kontrolé — nesvitintos Iastelés. Zvaigzdutés (*) parodo skirtumo patikimuma, kur (*) atitinka p verte < 0,05; (**)
atitinka p verte < 0,01; (***) atitinka p verte < 0,001. Patikimumui jvertinti buvo naudotas t testas.
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Skirtingi rezultatai stebimi HT29 Igsteliy linijoje po poveikio JS 6 Gy ar 5x2 Gy doze
2D modelingje sistemoje. HT29/PARP12°, HT29/PARP13", HT29/PARP14" iSgyvenamumas yra
Zymiai mazesnis, nei laukinio tipo HT29 Iasteliy. Taip pat pastebéta, kad PARP13 baltymas HT29
lastelése yra ypatingai svarbus iSgyvenamumui po frakcionuotos JS dozés (iSgyvenusiy Iasteliy
dalis ~ 0,07).

Lyginant iSgyvenamuma lgstelése augintose 3D-M modelingje sistemoje pastebéta,
kad abiejose lasteliy linijose po poveikio JS 6 Gy ar 5x2 Gy JS doze PARP geny raiskos
sumazé&jimas reikSmingai lemia $iy sublinijy lasteliy gyvybinguma. Jautriausiai j JS poveikj DLD1
lastelése reagavo PARP 14 mutantai (po 5x2 Gy iSgyvenusiy lasteliy dalis ~ 0.55), o HT29 lastelése
— PARP13 mutantai (po 5x2 Gy iSgyvenusiy lasteliy dalis ~ 0,49).

Skirtumai tarp rezultaty gauty lasteles auginant skirtingose modelinése sistemose
galéjo atsirasti d¢l keliy prieza$¢iy: 1) tarplastelinio uzpildo standumas skatina mikroRNR sinteze,
kurios mazina vézio supresoriaus PTEN raiska ir aktyvinamas PI3K/Akt signalinis kelias
(skatinantis lasteliy augima ir iSgyvenamuma); 2) adhezija su tarplastelinio uzpildo molekulémis
inaktyvuoja apoptoze skatinancias molekules (BAX) bei padidina ,,anti-apoptotiniy“ geny raiska
(BCL2); 3) ribota difuzija ir hipoksija salygoja padidéjusig geny atsakingy uz iSgyvenamuma ir
atsparumg genotoksinéms molekuléms raiSkg (HIF-1); 4) ivyksta metabolinis véZiniy lgsteliy
perprogramavimas (Warburgo efektas), kai lastelés dazniau naudoja anaerobing glikolize
reguliaciniams procesams — baltymy sintezei bei lasteliy dalijimuisi (Edmondson et al. 2014;
Pickup et al. 2014). PARP14 sublinijos lasteliy iSgyvenamumas 3D modelinéje sistemoje gali biiti
siejamas su tuo, kad PARP14 jeina j sutelktiniy adhezijy (angl. focal adhesion) kompleksus ir taip
reguliuoja lgsteliy prisitvirtinimg prie pavirSiaus. Vyas su kolegomis pastebéjo, kad fibroblastai su
iSveiklintu PARP14 genu sunkiau atkimba nuo pavirSiaus ir stipriau prisitvirtina tapusavyje.
Manoma, kad kuo tampresnés tarplastelinés jungtys, tuo lastelés yra labiau atsparios genotoksiniy
agenty poveikiui (Vyas et al. 2013).

PARP mutanty auginimas tre¢ioje modelinéje sistemoje buvo naudojamas norint
palyginti lgsteliy iSgyvenamuma po poveikio JS 2D kitoje 3D modelinéje sistemoje.

Po uzs¢jimos antrg auginimo dieng visy lgsteliy sublinijy sferoidy vidutinis skersmuo
lygus ~400 pm. Nesvitinti laukinio tipo DLD1 Igsteliy sferoidai per 2 savaites uzaugo iki 818 +
27 um, tuo tarpu DLD1/PARP12"—909 + 34 um, DLD1/PARP13"—919 £ 29 um, DLD1/PARP14"
— 955 £ 45 pm (12 pav.). Kadangi PARP mutantai suformuoja didesnius sferoidus, tai galima
manyti, kad PARP12, PARP13 ir PARP14 geny i$veiklinimas pakeicia tarplastelines saveikasko

pasekoje keiciasi erdvinés lasteliy strukttros (sferoido) kompaktiskumas.
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Didziausig poveikj lasteliy iSgyvenamumui turéjo frakcionuota 5x2 Gy bei
vienkartiné 6 Gy JS dozés. Paveikus sferoidus 5x2 Gy arba 6 Gy dozémis, pastebéta, kad astunta
auginimo dieng Igstelés pradeda augti lé¢iau arba jy augimas i$vis sustoja. Paveikus sferoidus
vienkartine 2 Gy doze jy augimo dinamika pakinta neZymiai ir iSlieka tolygi, kaip ir neSvitinty
sferoidy. 14 auginimo diena DLD1 sferoidy Svitinty JS 6 Gy doze dydis lyginant su JS neveiktais
yra 1,55 karto mazesnis. PanaSus dydzio mazéjimas stebimas ir PARP mutantuose:
DLD1/PARP12 po poveikio 6 Gy JS dydis sumazéja 1,56 karto, DLD1/PARP13™— 1,47 Kkarto, o
DLD1/PARP14  — 1,62 karto. Kadangi iSgyvenamumas visose DLDI Iasteliy sublinijose yra
panasus, tai galima teigti, kad DLDI Iasteliy linijoje PARP12, PARPI13 ir PARP14 genai

iSgyvenamumui didelés jtakos neturi.
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12 pav. DLDL1 sferoidy morfologija bei vidutinis skersmuo 14 dieny laikotarpiu. Visy §vitinamy bei
kontroliniy sferoidy skersmuo antra diena lygus ~400 um (~ 0,032 mmd). Mastelis atitinka 500 pm.
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IS sferoidy morfologijos matyti, kad DLD1/PARP13" visg augimo laikotarpj iSlaiko
idealig sferos forma. Tuo tarpu, nesvitinti DLD1, DLD1/PARP12" ir DLD1/PARP14" sferoidai 10
auginimo diena pradeda formuoti netolygios formos strukttiras. Taip pat, pastebéta, kad po
poveikio 6 Gy arba 5x2 Gy JS doze (paveiksle pavaizduoti tik po poveikio 5x2 Gy doze) visa
auginimo laikotarpj sferoidai yra mazesni ir taisyklingos formos. Zinoma, kad sferoiduose
didesniuose nei 550-600 pum skersmens susidaro deguonies bei maistiniy medziagy gradientas, ko
pasekoje formuojasi nekrotiniy lgsteliy populiacija. Todél 6-10 dienomis Sviesinése nuotraukose
sferoido centre matomas patamséjimas gali biiti siejamas su nekrotiniy zony atsiradimu. Bendrai,
sferoidams yra biidingas zoninis pasiskirstymas, kai pavirSiuje vyrauja proliferuojancios lastelés,
toliau centro link — ramybés biisenoje esancios lastelés bei giliausiai stebimas nekrotinis centras
(Lin ir Chang 2008).

HT29 sferoidy iSgyvenamumas pateikiamas 13 paveiksle (13 pav.)
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13 pav. HT29 sferoidy morfologija bei vidutinis skersmuo 14 dieny laikotarpiu. Visy §vitinamy bei
kontroliniy sferoidy skersmuo antra diena lygus ~400 um (~ 0,032 mmd). Mastelis atitinka 500 pm.
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Nesvitinti laukinio tipo HT29 Igsteliy sferoidai per 2 savaites uzaugdavo iki 653 + 14
um, tuo tarpu HT29/PARP12" — 671 £ 27 um, HT29/PARP13™ — 546 + 40 um, HT29/PARP14™ —
766 + 30 um (13 pav.). Kaip ir DLDI1 lasteliy atveju HT29 sferoidai turintys i§veiklintg PARP12
ir PARP14 geng yra didesnio dydzio negu laukinio tipo HT29. Tuo tarpu iSveiklinus PARP13
geng, HT29 lasteliy sferoidai biina mazesni. Todél galima manyti, kad geny iSveiklinimas galimai
pakeicia tarplasteliniy jung€iy stiprumg ir/arba padidina proliferacijos potencialg.

14-t3 auginimo dieng HT29 sferoidy Svitinty 6 Gy JS dydis lyginant su JS neveiktais
yra 1,18 karto mazesnis. PanaSus dydzio mazéjimas stebimas ir PARP12 mutantuose — po 6 Gy
dozés sferoidas sumazéja 1,18 karto. Tuo tarpu PARP13 ir PARP14 mutantai jautriai reagavo j 6
Gy JS poveikj, DLD1/PARP13™ sumazéjo 1,60 karto, o DLD1/PARP14™— 1,52 karto.

Analizuojant HT29 sferoidy morfologija, pastebéta, kad HT29, HT29/PARP12 ir
HT29/PARP14" po $vitinimo, 6-8 diena padidéja nuo sferoidy atkibusiy Igsteliy dalis. Tuo tarpu
nesvitintuose sferoiduose toks elgesys pastebimas tik 8-10 dienomis. ISveiklinus PARP13 jau nuo
4 auginimo dienos galimai susilpnéja tarplastelinés jungtys, dél ko padidéja atkibusiy lasteliy dalis.

Apibendrinant galima teigti, kad PARP13 isveiklinimas HT29 Iastelése galimali
sumazina lgsteliy proliferacijos potencialg bei susilpnina Igsteliy adhezines savybes. DLDI1 lasteliy
linijoje jautriausiai j JS poveikj reagavo PARP14 mutantai, o HT29 — PARP13. Taip pat PARP
geny iSveiklinimas pakeicia Iasteliy bei formuojamy sferoidy morfologija, kas gali salygoti, kad

Sie genai yra svarbis tarplateliniy jungéiy formavime.
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ISVADOS

1. Lastelés ciklo, imuninio atsako ir DNR pazaidy taisymo ontologiniy procesy
koekspresiné analiz¢ atskleidé¢, kad genai ANKRA?2 ir SHCBP1 gali buti potencialiais
spindulinés terapijos veiksmingumo didinimo taikiniais.

2. Lasteliy DLD1 ir iVKL-DLD1 atsako j poveikj frakcionuota JS doze metu aktyvinami
tie patys signaliniai keliai: lastelés ciklo, DNR pazaidy taisymo bei imuninio atsako,
tac¢iau skiriasi juose dalyvaujantys genai bei jy reguliacija.

3. Véziniy lasteliy jautrumas jonizuojanciajai spinduliuotei priklauso nuo jas supancios
mikroaplinkos. PARP geny iSveiklinimas pakei¢ia DLD1 ir HT29 lasteliy morfologija,
o PARPI14 isveiklinimas DLD1 bei PARP13 isveiklinimas HT29 lasteles jjautrina

spinduliuotés poveikiui.

Daniel Naumovas ................

(Vardas, pavardé)  (Parasas)
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PRIEDAI

1 PRIEDAS. Geny koekpresijos analizéje naudoty mikrogardeliy duomenys.

Lasteliy linija JS dozé GEO kodas
GSM1970178
2 Gy GSM1970179
GSM1970180
GSM1970181
10 Gy GSM1970182
GSM1970183
12 Gy GSM349760
GSM1970184
5x2 Gy GSM1970185
GSM1970186
GSM2756648
2 Gy GSM2756649
GSM2756650
HCT116 12 Gy GSM349751
GSM2756651
5x2 Gy GSM2756652
GSM2756653
GSM1970187
2 Gy GSM1970188
GSM1970189
GSM1970190
HT29 10Gy GSM1970191
GSM1970192
GSM1970193
5x2 Gy GSM1970194
GSM1970195
RKO 12 Gy GSM349756
GSM2571862
SW1463 4 Gy GSM2571863
GSM2571864
Sw48 12 Gy GSM349761

DLD1
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2 PRIEDAS. Lasteliy auginamy 2D bei 3D-M modelinése sistemose iSgyvenamumas po poveikio

skirtingomis JS dozémis. Kontrolé — JS neveiktos lastelés. Pateikiama iSgyvenusiy lasteliy dalis.

Linija Sublinija Auginimas Kontrolé 2 Gy 6 Gy 5x2 Gy
2D 1+£0,11 0,71+0,03 0,13+0,02 0,3+0,04
WT
3D-M 1+£0,11 0,89+ 0,08 0,63+0,17 0,62 +£0,14
2D 1+0,12 0,79+ 0,03 0,18 £ 0,04 0,4+£0,04
PARP12
3D-M 1+0,13 0,87+0,11 0,69 + 0,09 0,6 £0,13
DLD1
2D 1+0,12 0,78+ 0,13 0,13 £ 0,07 0,29 £ 0,09
PARP13
3D-M 1+0,15 0,79+0,12 0,6 £0,16 0,58 £ 0,16
2D 1+£0,05 0,73 +£0,07 0,08 £ 0,04 0,14 £ 0,05
PARP14
3D-M 1+£0,13 0,78+0,11 0,58 +0,13 0,55+£0,11
2D 1+0,06 0,86 £ 0,09 0,27 £0,04 0,37 £0,03
WT
3D-M 1+0,03 0,92 £ 0,02 059 £0,04 0,69+0,01
2D 1+0,03 0,84 £ 0,17 0,19 £ 0,09 0,23 £ 0,08
PARP12
3D-M 1+0,16 0,78 £ 0,04 0,49 £ 0,02 0,58 + 0,07
HT29
2D 1+0,09 0,74+0,14 0,16 £ 0,12 0,07+0,14
PARP13
3D-M 1+0,1 0,71+£0,01 0,46 £ 0,01 0,49 £ 0,05
2D 1+0,1 0,82 £ 0,06 0,19 £ 0,05 0,16 £ 0,05
PARP14
3D-M 1+0,08 0,71 +£0,02 0,59+0,12 0,59 £ 0,07
DLD1 2D DLD1 3D-M
2 o
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