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KOPSAVILKUMS

Rezistence pret citotoksiskiem kimijterapijas savienojumiem ir nozimiga probléma véza
arstesana, kam raksturiga audz€ja atjaunoSanas un slimibas progres€Sana. Rezistenci pret
kimijterapijas savienojumiem var veidot dazadi Siinu mehanismi, no kuriem visplasak
aprakstita ATF saistosas kasetes (ABC) transportproteinu parekspresija. Rezistenci visbiezak
veicina pret kimijterapijas savienojumiem rezistentu apakSpopulaciju selekcija. Véza cilmes
sinam (VCS) piemit sp&ja izvairities no kimijterapijas ietekmes un atjaunot audzgja $anu
populaciju.

Darba mérkis bija noteikt ABC saimes génu ekspresiju un raksturot VCS raksturigas
pazimes pret doksorubicinu rezistenta triskarsi negativa kriits véza Stinu Iinijas MDA-MB-231
apaksSpopulacija.

P&c punktveida apstrades ar doksorubictnu MDA-MB-231 S§inam gan uzreiz péc
apstrades, gan nakamaja pasaza tika konstatéta augstaka ABC transportprotetnu
transkriptomiska ekspresija lielakajai dalai no parbauditajiem ABC géniem. Tika noteikta
atsevisku VCS markieru génu parekspresija un novérotas citas cilmiinibas izpausmes — sp&ja
atjaunot populaciju un paaugstinata koloniju veidosanas sp&ja. Atjaunotajai Stinu populacijai,

salidzinot ar kontroles kultiiru, bija paaugstinata rezistence pret doksorubicinu.

Darbs izstradats RSU Onkologijas institita Molekularas genétikas laboratorija no 2017.
gada oktobra Iidz 2018. gada junijam.

Atslégvardi: kimijterapijas rezistence, ABC saimes géni, véza cilmes $iinas (VCS),
doksorubicins, MDA-MB-231.



SUMMARY

Resistance to cytotoxic chemotherapy compounds is a significant problem in cancer
treatment resulting in tumor regeneration and relapse. Chemoresistance can be mediated by
various cell mechanisms, of which ATP binding casette (ABC) transporter overexpression is
the most studied. Resistance often is mediated by selection of chemotherapy resistant
subpopulations. Cancer stem cells (CSC) have the ability to avoid chemotherapy effects and to
renew tumor cell population.

The aim of this study was to determine ABC family gene expression and CSC
characteristics in a doxorubicin resistant subpopulation of triple negative breast cancer cell line
MDA-MB-231.

After pulsed treatment with doxorubicin in MDA-MB-231 cells higher ABC transporter
gene transcriptomic expression of most ABC family genes tested both after exposure and the
following passage was determined. Overexpression of several CSC marker genes was found,
and also other CSC characteristics were identified — ability to renew cell population and higher
colony formation ability. The restored population had higher resistance to doxorubicin,
compared to control culture.

The work was carried out in RSU Institute of Oncology, Laboratory of Molecular
Genetics from October 2017 till June 2018.

The title of work: Expression of ABC family genes and cancer stem cell phenotype in

doxorubicin-resistant subpopulation of MDA-MB-231.

Key words: chemotherapy resistance, ABC family genes, cancer stem cells (CSC),
doxorubicin, MDA-MB-231.
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IEVADS

Kimijterapija ir véza arstéSana plasi pielietota metode, tacu tas efektivitati daudzos
gadfjumos samazina audz&ja rezistence, kas veicina audzg€ja atjaunosanos un metastazu
veidoSanos. Kimijterapijas rezistence var biit dabiska jeb primara un iegiita, un audzgja
heterogenitate nodro$ina rezistentu apaksSpopulaciju selekciju kimijterapijas arst€Sanas gaita
(Holohan et al,. 2013).

TriskarSi negativs kriits vézis ir bazala tipa audzgjs, kam raksturiga negativa arsté€Sanas
prognoze. TriskarSi negativu audz&ju arst€Sanai ir izstradati tikai dazi mérkterapijas
savienojumi, un ta arst€Sana izmanto citotoksiskus kimijterapijas savienojumus, tacu pret
sadiem savienojumiem v&Zza arsté$ana ir raksturiga rezistences veidoSanas (Deng et al., 2017).

Aprakstiti dazadi kimijrezistences mehanismi — savienojuma izvadiSana arpus S$inas,
metaboliska inaktivacija, izmainas savienojuma iedarbibas mérka struktiira, ka art savienojuma
radito bojajumu labosana un izvairiSanas no bojaejas (Gottesman et al., 2001). ATF saistosas
kasetes (ABC) transportproteini sp&j no Sinas izvadit dazadus, strukturali atSkirigus
kimijterapijas savienojumus, un pastiprinata ABC transportproteinu ekspresija ir viens no plasi
aprakstitiem rezistences mehanismiem (Dean, 2009).

Véza cilmes §anas (VCS) ir audzgja apakspopulacija, kam piemit sp&ja paSatjaunoties,
izveidot audzgju, ka ar1 dabiska rezistence pret kimijterapiju. ABC transportproteinu ekspresija
tiek uzskatita par vienu no VCS pazimém, kas lauj tam pardzivot kimijterapijas arstéSanu un
atjaunot audz&ju, veidojot rezistenci un multirezistenci (Begicevic & Falasca, 2017).

Merkis: noteikt ABC transportproteinu génu ekspresiju un raksturot véza cilmes Stinam
raksturigas pazimes pret doksorubicinu rezistenta triskarSi negativa kriits véZza Stinu linijas
MDA-MB-231 apakSpopulacija.

Uzdevumi:

1) Ar doksorubicina punktveida ekspoziciju selekcionét pret doksorubicinu rezistentu
MDA-MB-231 apakspopulaciju,

2) Noteikt jutibas izmainas pret kimijterapijas savienojumiem (doksorubicinu,
vinblastinu, cisplatinu un fluorouracilu) MDA-MB-231 §tnu [inija p&c punktveida apstrades ar
doksorubicinu,

3) Noteikt ABC saimes génu transkriptomiskas ekspresijas Iimena izmainas MDA-MB-
231 sinu Iinija pec kultiras Tslaicigas ekspozicijas doksorubicinam,

4) Raksturot augsanas raksturlielumu un $tinu morfologijas izmainas MDA-MB-231 §iinu
Iinija péc doksorubicina punktveida ekspozicijas,

5) Raksturot cilmStinibas izmainas MDA-MB-231 §tinam péc apstrades ar doksorubicinu.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Véza Suinu rezistence pret kimijterapiju

Kimijterapija ir nozimiga véza arstéSanas sastavdala, ko pielieto gan atseviski, gan kopa
ar citam metodém dazadu tipu un stadiju v&za arstéSana (Gottesman et al., 2001; Holohan et
al., 2013). Kimijterapijas arstéSanas efektivitati biezi samazina audzgja rezistence (Holohan et
al., 2013), un kimijterapijas rezistence tiek uzskatita par galveno problému véza arstéSana
(Rivera & Gomez, 2010).

Rezistenci pret kimijterapijas savienojumiem veido un ietekm& dazadi faktori.
Kimijterapijas rezistenci konceptuali iedala divos mehanismos — farmakokingtiska jeb
sisttmiska un farmakodinamiska jeb Siinu rezistence. Farmakokinétiska rezistence apzimé
medikamenta absorbcijas, izplatiSanas, metabolisma un ekskrécijas procesus organisma, ka dél
funkcionala medikamenta transports 1idz audz&ja Stinam var biit traucéts (Alfarouk et al., 2015).
Savukart farmakodinamisko rezistenci pret Kimijterapiju nodroSina §inu genétisko un
epigenétisko ipasibu izmainas ar kimijterapijas savienojumu jutibu saistitos $iinas procesos
(Gottesman et al., 2001). Farmakodinamisko jeb §tnu rezistenci iedala divas kategorijas —
dabiska jeb primara un ieguta. Dabiskai rezistencei raksturiga zema audzgja jutiba pret
kimijterapijas medikamentu, jo audz€ja Sinam jau pirms kimijterapijas pastav rezistenci
nodroS$inosi mehanismi. Turpreti iegiita rezistence arstéSanas gaita var veidoties tadu audzeju
$tinam, kam arstéSana sakotngji bijusi efektiva (Holohan et al., 2013).

legitai véza rezistencei pret kimijterapiju ir izvirziti vairaki iesp&jamie veidoSanas
modeli. Viens no veidiem ir audz€ja atjaunoSanas, pateicoties vienai vai vairakam véZa Stinam,
kas kimijterapijas savienojuma klatbutné dazadu mehanismu cela klust mazak jutigas pret
citotoksiska savienojuma iedarbibu (Dean et al., 2005). Cits skaidrojums ir balstits uz audzgja
Stnu heterogenitati, kur kimijterapijas izraisitas selekcijas veida audz&ju atjauno un attiecigi
rezistenci veido neliela dabiski rezistentu §tinu apak3populacija (Holohan et al., 2013). Sim
mehanismam atbilst arT véza cilmes §tinas (VCS), kam dabiski ir raksturiga spgja izvairities no
Kkimijterapijas savienojumu ietekmes. Aprakstita arfi VCS vai tam radniecigu $iinu spgja
mutaciju un citu genétisku izmainu rezultata pécnacgjiem nodot rezistences ipasibas (Dean et
al., 2005; Moitra et al., 2011). P&c siuinu selekcijas ar vienu kimijterapijas medikamentu, véza
Sinam bieZi noverojama arl rezistences veidoSanas pret citiem strukturali atSkirigiem
Kimijterapijas savienojumiem ar dazadiem darbibas mehanismiem. So Tpasibu sauc par
multirezistenci, un klinika multirezistentas v&za S$iinas nodroSina agresivaka audzgja

atjaunosanos un tiek saistitas ar metastazém (Saxena et al., 2011).



Kimijrezistences veidoSana §tinas aprakstiti dazadi mehanismi: neefektivs medikamenta
transports iek$a $iina vai pastiprinata ta izvadisana, medikamenta metaboliska inaktivacija (vai
savienojuma iedarbibai nepiecieSsama aktivacija nenotiek), izmainas savienojuma darbibas
mehanisma meérki (génu amplifikacija un parekspresija, mutacijas, alternativu signalcelu un
mehanismu izmantoSana §tina), DNS reparacijas mehanismu aktivacija, rezistenci veicinosas
adaptivas atbildes, pieméram, epiteliali mezenhimala pareja, ka ar1 izvairiSanas no apoptozes
un citiem bojaejas mehanismiem (Gottesman et al., 2001; Holohan et al., 2013). Kimijterapijas
rezistences mehanismu izpetei un identific€Sanai ir potencials pielietojums efektivu

biomarkieru un medikamentu izstradé (Tegze et al., 2012).

1.2. ABC transportproteini véZa Siinas

1.2.1. ABC transportproteinu visparéjs raksturojums

ATF saistosas kasetes (ABC) saimes géni parstav lielako transmembranas proteinus
kodgjoso génu grupu (Dean et al., 2001). Izmantojot ATF saistiSanas unhidrolizes energiju,
ABC transportproteini cauri Siinas membranam galvenokart viena virziena parvieto dazadus,
strukturali atskirigus endogénus un eksogénus savienojumus (Dean, 2009; Fletcher et al.,
2010). ABC transportproteini raksturigi gan prokariotiem, gan eikariotiem, kas liecina par to
funkcionalo nozimigumu (Szakacs et al., 2004), un cilvéka genoma ir identificéti 48-49
funkcionali ABC saimes géni (Vasiliou et al., 2009; Robey et al., 2018).

Cilveka ABC transportproteini tiek klasificéti septinas apakSgrupas no ABCA lidz
ABCQG, balstoties uz aminoskabju sekvenc¢u Iidzibu un organizaciju ATF saistoSaja doména
(Dean, 2009; Dean et al., 2001). Eikariotiem pilnigi funkcionalie ABC transportproteini sastav
no divam funkcionalam vienibam - diviem ATF saistoSajiem doméniem un diviem
transmembranas doméniem (Dean et al., 2001). Tacu pastav ari pustransportproteini, kuru
uzblives pamata ir viena funkcionala vieniba un kas funkcionalu molekulu veido homodiméru
vai heterodiméru forma (Dean, 2009). ATF saistosie doméni atrodas citoplazma un atbild par
energijas ieguvi substrata parvietoSanai cauri membranai, savukart transmembranas doméni
nodro§ina substrata saistiSanas specifiskumu (Dean et al., 2001), tau precizs substrata
translokacijas mehanisms nav aprakstits (Robey et al., 2018). Eikariotu ABC transportproteini
ir lokalizéti Siinas plazmatiskaja membrana un organellu — GoldZzi kompleksa, endosomu,
endoplazmatiska tikla, peroksisomu un mitohondriju — membranas (Kaminski et al., 2006).

ABC transportproteinu grupai raksturigs plass transportéto substratu klasts — mazas
organiskas un neorganiskas molekulas, ka ar lieli organiskie savienojumi (Wilkens, 2015) —,

un tie transporté dazadas ksenobiotikas, metabolitus, lipidus un citas molekulas (Fletcher et



al., 2010). So savienojumu parvieto$ana $iinas ick$iené kalpo par dalu no metabolisma
procesiem, bet transports arpus $iinas nodrosSina savienojuma nogadasanu uz citiem organiem
vai izvadiSanu arpus organisma (Dean, 2001). Daudziem ABC transportproteiniem ir svariga
loma fiziologisko barjeru audos (piem&ram, placentas, smadzenu, ka ar séklinieku barjera), ka
ar1 organos un audos ar absorbcijas (kungis, plausas), ekskrécijas un metabolisma (aknas un
nieres) funkcijam (Quosa et al., 2015). Ta ka vairaki ABC transportproteini sp&j no $iinas
izvadit ar1 dazadus medikamentus, to pastiprinata ekspresija ir viens no kimijterapijas
rezistences un multirezistences veidosanas mehanismiem (Jaramillo et al., 2018; Leonard,

2003).
1.2.2. ABC transportproteinu saistiba ar rezistenci pret kimijterapiju

Kimijterapijas medikamentu izvadiSana arpus S$iinas, ta samazinot medikamenta
ieksStnas koncentraciju un attiecigi iedarbibas efektivitati, ir viens no véza Siinu rezistences
veidosanas mehanismiem. (Kibria et al., 2014; Moitra et al., 2011). Vairaki $tinas membranas
transportproteini ir tikus$i saistiti ar rezistenci pret kimijterapiju (Holohan et al., 2013). Kops
pirma ABC transportproteina atklasanas 1976. gada (Juliano & Ling, 1976), ir plasi tikusi pétita
ABC transportproteinu saistiba ar neveiksmigu kimijterapijas iznakumu dazadu audzgju tipu
arstesana. (Ishikawa, 2012) Sobrid ar rezistences un multirezistences veido$anos pret vienu vai
vairakiem kimijterapijas medikamentiem dazados véZza tipos tiek saistiti vismaz 15 no ABC
grupas transportproteiniem, ta¢u visplasak péetiti un aprakstiti ir tris no tiem — ABCB1
(multirezistences proteins-1 (MRP-1) jeb caurlaidibas glikoproteins (P-gp)), ABCC1 un
ABCG2 (kriits véza rezistences proteins (BCRP) jeb mitoksantrona rezistences géns (MXR)).
(Ishikawa, 2012; Jaramillo et al., 2018).

ABCBL1 ir pirmais identificétais un visplasak pétitais ABC transportproteins (Wolking et
al., 2015). Augsta ABCBL ekspresija ir novérota dazados véza tipos, pieméram, kriits, nieru,
zarnu, olnicu un citos, un ta parekspresija ir saistita ar zemu atbildi uz kimijterapiju un
nelabveéligu prognozi (Jaramillo et al., 2018). 1997. gada publicéta meta-analize (31 p&tijums)
konstatets, ka P-gp tiek ekspreséts 41,2% kriits véza gadijumu un ka P-gp ekspresija péc
kimijterapijas pieaug, kas neveiksmiga kimijterapijas iznakuma iesp&amibu paaugstina tris
reizes (Trock et al., 1997). Literatiira ir plasi aprakstita ABCB1 nozime rezistencé pret daudziem
strukturali atSkirigiem Kimijterapijas medikamentiem, pieméram, vinblastinu un vinkristinu,
metotreksatu, doksorubicinu un daunorubicinu, epirubicinu, paklitakselu un docetakselu,
etopozidu, imatinibu un citiem (Jaramillo et al., 2018; Waghary & Zhang, 2017).

ABCG2 transportproteina pirmie identific€tie substrati bija galvenokart kimijterapijas

medikamenti, jo ABCG2 sakotngji tika atklats pret doksorubicinu rezistenta kriits véza $tnu
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linija. (Ishikawa, 2012; Lee et al., 1997; Robey et al., 2009). Vienlaicigi ABCG2 tika
identificéts arT pret mitoksantronu rezistenta resnas zarnas karcinomas $tinu Iinija (Rabindran
et al., 1998), un mitoksantrona transports ir viena no ABCG2 eskpres€josu $tinu pazimém
(Robey et al., 2009). Literatira ir aprakstita ABCG2 sp&ja transportét un attiecigi veidot
rezistenci un multirezistenci ari pret daudziem citiem kimijterapijas medikamentiem (to vidi -
doksorubicinu) (Dean, 2009; Robey et al., 2009; Vasiliou et al., 2009). ABCG2 ekspresija ir
konstatéta dazadu tipu audz&jos (Begicevic & Falasca, 2017). ABCG2 ir augsti ekspreséts
normalos audos ar barjeras un sekrécijas funkcijam, un, lai gan preciza ABCG2 funkcija nav
izpétita (Zhou et al., 2001), tiek spriests, ka ABCG2, lidzigi ka ABCBI, ir saistits ar toksisku
savienojumu izvadiSanu. (Jaramillo et al., 2018)

ABCC1 funkcija organisma, lidzigi ABCB1 un ABCG2, ir ksenotiotiku transports, un
ABCC1 tiek ekspreséts epitelialas §tnas lielakaja dala organisma audu (Silverton et al., 2011).
Dazados Sunu liniju pétijumos jau pirms 20-30 gadiem pirmo reizi pieradita ABCC1 spgja
veidot rezistenci pret antracikliniem, kapmirtes (Vinca sp.) alkaloidiem, epidofilotoksiniem,
kamptoteciniem un metotreksatu, bet ne taksaniem (Kruh & Belinsky, 2003), ko apstiprinajusi
un papildinajusi ar1 vélaki petijumi (Jaramillo et al., 2018). Piem&ram, ir tikusi pieradita ABCC1
ekspresijas saistiba ar 1saku dzives ilgumu kriits véza pacientem kuru arstéSana izmantota
adjuvanta kimijterapija ar ciklofosfamidu, metotreksatu un fluorouracilu, un tas liecina par
ABCC1 lomu kimijterapijas rezistences veidosana krats vézi (Filipits et al., 2005). Augsta
ABCC1 ekspresija novérota daudzos citos véza tipos, ka plausu, prostatas, olnicu vézis,
melanoma, neiroblastoma un citi (Jaramillo et al., 2018).

Daziem no ABC transportproteiniem ir salidzinoSi Saurs substratu klasts, bet citiem —
plass, un tieSi ABC transportproteini ar plasu substratu klastu visbiezak tiek saistiti ar rezistenci
un multirezistenci. Lai gan ABCB1, ABCG2 un ABCCL1 transportproteinu darbibas mehanisms
un plasais substratu klasts ir aprakstits, So génu kod€to proteinu ietekmes apjoms uz rezistences
un multirezistences veidoSanos nav zinams (Robey et al., 2018). Olnicu véza gadijumos vismaz
19 ABC transportproteiniem raksturota sp&ja transportét kimijterapijas savienojumus (Ween et
al., 2015), savukart pétijuma ar 60 véza $tinu Itnijam (NCI60 paneli) ar rezistenci saistiba tikusi
identificéta vairak neka pusei ABC transportproteinu (Szakacs et al., 2004). Pieradits ari, ka
viena audzgja var biit ekspreséti vairaki ABC géni un ka vienlaicigi ekspresétu ABC
transportproteinu skaits korelé ar sliktas prognozes raditajiem véza arstéSana (Robey et al.,

2018).
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1.3. Véza cilmes Siinas un kimijterapijas rezistence

1.3.1. Véza cilmes Suinu teorija

Veza cilmes Stnu hipotéze nosaka, ka pasatjaunosanas, sp&ja diferencéties un izveidot
audz&ju piemit tikai nelielai audzgja §tnu apaks$populacijai (Sun et al., 2012). VCS teorija
pirmo reizi aprakstita 1994. gada, un veidota no diviem apgalvojumiem: audzgji rodas no
normalu audu cilmes §tinam un sastav no tadiem pasiem §tinu veidiem ka normali audi — cilmes
$@inas, §fnas ar spgju dalities un diferencétas §anas (Sell, 2010). Laika gaita VCS teorija un
VCS apzim&jums ir mainijies (Valent et al., 2012). VCS teorija ir viens no pretrunigakajiem
véza biologijas konceptiem, tadu gadu gaita pétijumos ir apkopoti fakti, kas liecina par VCS
pastaveésanu (Sun et al., 2012).

V&éza §tunu biologija klonalas evoliicijas modelis paredz evolucionaru mehanismu norisi
audzgja, kur no vienas vai dazam Sunam izveidotais audzgjs sastav no gené&tiski un fenotipiski
atSkirigam S$tnu populacijam (Nowell, 1976). Audzgja heterogenitate nodro§ina  §tnu
daudzveidibu rezistences, pasatjaunosanas sp&ju un augsanas pielagojumu konteksta (Liang et
al., 2010). Pastav divi audzgja attistibas modeli. Stohastiskais modelis paredz, ka audzg&ja Stinas
ir homogénas un to ipaSibas regulé dazadi ieks€ji un argji faktori, kas ietekmé véza Stnu
heterogenitati. Savukart hierarhijas modelis balstas uz véZa Stinu dazadibu audzgja, no kuram
tikai atseviskai apakSpopulacijai piemit audzgja veidosanas sp&ja (Sun et al., 2012). Normalam
cilmes Siinam piemit paSatjaunoSanas un proliferacijas potencials, tas nemainigi uztur
nediferencétu Stinu populaciju, ka arl tam raksturigs potencials diferencéties péc attiecigu
stimulu sapems3anas (Rajaraman et al., 2006), un analogiskas Tpasibas tick piedévétas VCS
(Achuthan et al., 2011). Audzgja hierarhiska uzbiive ziid, ja visas vai lielaka dala $tinu atbilst
VCS fenotipam un ja VCS dalisanas cikla regulgjosie mehanismi ir kluvusi nefunkcionali
(Valent et al., 2012).

Preciza VCS izcelsme nav zinama un, iesp&jams, atikiras dazados audzgjos (Hanahan &
Weinberg, 2011). Literatiira izvirziti vismaz divi VCS un VCS lidziga fenotipa §inu izcelsmes
mehanismi. Tiek uzskatits, ka VCS var rasties no normalam konkréta organa eso$am
somatiskajam cilmes vai prieksteCu SGnam mutaciju un citu genétisku izmainu, pieméram,
hromosomu aberaciju, rezultata (Bjerkvig et al., 2005; El-Badawy et al., 2017; Hanahan &
Weinberg, 2011). Atskirigs iesp&jamais mehanisms ir onkogénu transformaciju norise
somatiskas, dalities sp€jigas vai diferencétas Stnas specifiskos apstaklos, kas var veicinat
dediferenciaciju un VCS fenotipa iegiisanu (Bjerkvig et al., 2005; El-Badawy et al., 2017;
Hanahan & Weinberg, 2011). Aprakstits, ka VCS veido$anas ir iesp&jama ari $tinu sapliifanas
rezultata, kur cilmes un/vai normalas Stinas, kuras notikusas mutacijas, saplist, vai art mutacijas
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notiek jau divu $tnu sapliSanas rezultata izveidota $una (Bjerkvig et al., 2005). Lai gan
vairakus gadus desmitus aprakstits mehanisms, pedgja laika VCS izcelsme tiek saistita ar vél
vienu mehanismu — poliploidu, daudzkodolainu milzu Stnu veidoSanas stresa apstaklos
(hipoksijas, kimijterapijas, staru terapijas ietekm€) endoreduplikacijas cela, kas pumpuroSanas,
depoliploidizacijas un citu amitotisku daliSanas mehanismu rezultata atjauno populaciju,
veidojot diploidas $tinas, kam raksturigas VCS ipasibas (Mirzayans at al., 2018).

VCS termins tiek saistits ar VCS raksturiga fenotipa §tnu funkcionalu identificg$anu
(Valent et al., 2012). Stinu apak$populacijas ar VCS raksturigam ipasibam ir identificétas
dazados véza tipos, pieméram, krits, aizkunga, prostatas, smadzenu un citos (Hanahan &
Weinberg, 2011; Sun et al., 2012). VCS apakspopulacijai audz&ja raksturiga markieru génu
ekspresija, kas lauj VCS atikirt no citam audzgja $tinam (Duru et al., 2014). VCS audzgja var
atpazit p&c cilmes $tnu markieru ekspresijas (ALDH1A1, CD24, CD44, CD133 un citi), ka ari
tadu génu ekspresijas, kas saistiti ar embrionaliem signalceliem (Sox2, Oct4, Nanog) (P. Liu et
al., 2013; Zhang et al., 2013). VCS raksturiga ari ar epiteliali mezenhimalo pareju un
metastazem saistitu génu ekspresija, pieméram, integrinu ITGB1, ITGB3 un ITGAG6 (Brooks et
al., 2016). Tomér $adi markieri nav VCS specifiski un informacija par $o markieru ekspresijas
izmainu saistibu ar VCS ir pretruniga, ka ari nav aprakstita universala o markieru kombinacija
tiesi VCS atlasei, tadel jaunu, VCS specifisku markieru identificéSanai ir potencials véza

arstesana (Deng et al., 2017; Rajaraman et al., 2006).
1.3.2. Véza cilmes Siinu nozime Kimijterapijas rezistences veidoSana

Eksperimentalos un kliniskos pétijumos pieradita VCS spgja pardzivot kimijterapijas un
staru terapijas ietekmi (Begicevic & Falasca, 2017; Vinogradov et al., 2013). Terapijas ictekmé
lielaka dala audzgja $anu iet boja, taéu VCS terapija neietekmé to dabiskas rezistences dél.
Pateicoties VCS pozitivajai selekcijai arstéSanas gaita, atjaunotais audzgjs var biit agresivaks
neka sakotngjais audzgjs, rezistents un multirezistents, ka ar1 veidot metastazes arstéSanas
inducéto genétisko un epigenétisko izmainu dél VCS un to péctecu §inas (Valent et al., 2012;
Vinogradov et al., 2013).

VCS rezistenci pret kimijterapiju nodro§ina to stavoklis daliSanas cikla, ka dél
savienojumi, kas iedarbojas uz mitozes fazg, tas neietekmé. VCS rezistenci veicina tam dabiski
raksturigie rezistences mehanismi, pieméram, ABC transportproteinu un antiapoptotisku
proteinu ekspresija, detoksificgjosu sistému aktivacija (Begicevic & Falasca, 2017; Holohan et
al., 2013; Vinogradov et al., 2013).

VCS atjaunosanos un spgju izdzivot nodrosina gan tadi signalceli, kas nodrosina

atjaunoSanos un diferenciaciju cilmes §tinas, gan onkogénie signalceli, un ir aprakstita So
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signalcelu regulatora nozime rezistences un multirezistences fenotipa veidosana. VCS
konstat€ta arT ar hipoksiju saistitu signalcelu aktivacija, un hipoksija tiek minéta ka viens no
nozimigiem audz&ja mikrovides apstakliem VCS fenotipa nodrosinasana (Begicevic & Falasca,
2017).

VCS raksturiga relativi zemas brivo radikalu koncentracijas uzturé$ana iek3siinas vide,
un $ada dabiska regulacija var sniegt prieksSrocibas tadu kimijterapijas savienojumu klatbiitne,
kuru gadijuma viens no pretvéza savienojumu darbibas mehanismiem ir oksidativa stresa
ierosinasana S$tnas (Begicevic & Falasca, 2017). Literatira aprakstita senescentu Stnu
veidoSanas kimijterapijas savienojumu ietekmé ar raksturigu embrionalo cilmes §tinu markieru
ekspresiju, rezistenci un antioksidgjosu signalcelu darbibu, un $adas Stinas spgj atjaunot
populaciju ar VCS raksturigam ipasibam (Achuthan et al., 2011). VCS signalceliem ir nozime
ne vien cilms$iinibas un proliferacijas nodro$inasana, bet ari véza invazivitates veicinasana
(Ayob & Ramasamy, 2018). Ir aprakstita VCS saistiba ar epiteliali mezenhimalo pareju, kad
kimijterapijas ietekmé véza §tinam veidojas mezenhimals fenotips un paaugstinas sp&ja veidot
metastazes (Ayob & Ramasamy, 2018; Saxena et al., 2011).

V&za cilmes $tinam ka visparéja ipasiba tiek piedévéta ABC transportproteinu ekspresija
(Begicevic & Falasca, 2017). Pieméram, ABCB1, ABCB5 un ABCG2 parekspresija ir konstatéta
dazadu audzgju tipu véza cilmes $iinas, un vairaki no ABC saimes g€niem tiek izmantoti ka
VCS markieri, kurus ekspresgjosas §tinu apakspopulacijas ir paaugstinata ari citu VCS markieru
geénu ekspresija, pieméram, CD44 (Holohan et al., 2013; Patel et al., 2017; Yao et al., 2017).
ABC transportproteinu ksenobiotiku izvadisanas funkcija nodro$ina véza cilmes S$tnu
aizsardzibu pret kimijterapijas iedarbibu. (Patel et al., 2017), ta¢u p&d€jos gados tiek pétita
ABC transportproteinu loma ari citos VCS nozimigos procesos, ka §iinas atjauno$ana, aug$ana
un diferenciacija (Begicevic & Falasca, 2017; Jaramillo et al., 2018). Pieméram, adas
epidermas melanocitu §tinas aprakstita ABCB5 un CD133 saistiba, kur ABCB5 ka membranas
potenciala regulators veicina $tinu sapliiSanu un poliploidu milzu $iinu veidoSanos, kas p&cak
veido diploidas §tinas ar VCS raksturigam ipasibam (Frank et al., 2003). Tomér tiek spriests,
ka ABC transportproteinu ekspresija nav vitali nepiecieSama véza cilmes Siinu kimijterapijas

rezistenta fenotipa nodrosinasanai (Holohan et al., 2013).

14



1.4. Doksorubicina ietekme uz kriits véZa Siinam un rezistence

Doksorubicins jeb adriamicins ir antraciklinu grupas citotoksisks medikaments, kas
pirmo reizi tika izdalits no Streptomyces peucetius var. caesius (Arcamone et al., 1969) un
vairakus gadu desmitus plaSi tiek pielietots gan atseviski, gan kombinacija ar citiem
medikamentiem dazadu tipu véza arstéSana (Hernan & Coronado, 2007; Xiang et al., 2017).
Doksorubicinam v&za arstéSana var biit nopietni blakus efekti, ka kardiotoksicitate (Krischke
et al.,, 2016), un daudziem pacientiem arstéSana ir neveiksmiga v&za Slnu rezistences
veidosanas d&l (Smith, 2006).

Doksorubicina darbibas mehanismi ir saistiSanas ar DNS, topoizomerazes II-a inhib&Sana
un skabekla radikalu veidoSana, kas rada oksidativo stresu un izraisa DNS, lipidu un membranu
bojajumus (Gewirtz, 1999). Tomér kompleksas iedarbibas d&] doksorubicina darbibas
mehanisms nav pilnigi izpétits (Sliwinska et al., 2009). Ta ka visi antraciklinu medikamenti
§tna nonak pasivas difuzijas cela, $tina akumuléta medikamenta koncentracija ir 10-500 reizes
liclaka neka arpussiinas vidé (Hernan & Coronado, 2007). Doksorubicina raditie bojajumi $iinas
ierosina augSanas apstaSanos G1 un G2 fazés un apoptozi (Gewirtz, 1999) vai senescenci
(Sliwinska et al., 2009). Augsta doksorubicina koncentracija DNS bojajumu dél $tnas iet boja
apoptozes cela, savukart zemaka koncentracija $iinas tiek inducéta senescence, un $iinu bojaeja
notiek mitotiskas katastrofas dél. Apoptoze notiek relativi atri (stundas lidz dazas dienas) péc
doksorubicina ekspozicijas, tacu mitotiskas katastrofas norise ir ilgaks process (vairakas
dienas), jo $iinam janonak $tnas cikla mitozes fazé (Mckenna et al., 2017).

Galvenie literatiira aprakstitie §iinu rezistences pret doksorubicinu veidosanas mehanismi
ir paaugstinata transportproteinu ekspresija, ar mérka struktiiru saistitas izmainas, ka ari
izmainiti §tnas bojaejas signalceli (Cox & Weinman, 2016).

Medikamenta izvadiSana arpus Stinas ir viens no doksorubicina rezistences mehanismiem
dazadu tipu véza $unas (Cox & Weinman, 2016). Doksorubicins ir ar multirezistenci saistita
ABCBI geéna produkta p-glikoproteina substrats. (Hernan & Coronado, 2007; Tecza et al.,
2014), un ar doksorubicina rezistenci kriits véza $tinas tikusi saistiti arT daudzi citi ABC saimes
géni. Pieméram, ar doksorubicina selekciju iegtita MCF7/AdVp3000 $tinu linija konstatéts, ka
rezistenci nodrosina ne vien ABCG2 (Doyle et al., 1998), bet art ABCA4, ABCC3 un vairaki citi
(Liu atal., 2005). Dazados pétijumos rezistence $aja $tinu linija ir tikusi saistita ar vairaku ABC
transportproteinu parekspresiju, kas kopa parstav lielako dalu ABC génu grupu - A, B, C, E, F
un G (Zhang, 2007). Ar doksorubicina rezistenci kriits véza arstéSana gadu gaita tikusi saistita
lielaka dala ABC génu, ka arT So génu, pieméram, ABCB1, ABCC2, ABCG2, polimorfismu

15



saistiba ar rezistences veidoSanu un neveiksmigu kimijterapijas iznakumu (Tecza et al., 2014;
Wu et al., 2012, 2015).

Ar rezistenci pret doksorubicinu tikusi saistita arT pastiprinata ABC transportproteinu
ekspresija mitohondrijos un perinuklearas vezikulas. Mitohondriju membranas ir konstatéta
vairaku ABC transportproteinu ekspresija, ko saista ar mitohondriju DNS aizsargfunkciju un ar
apoptozes nomaksanu §tina (Solazzo et al., 2009). Savukart doksorubicinam eksponé&tas MCEF-
7 Stnas ir noverota vezikulu veidosanas ap kodolu, kuras doksorubicins tiek uzkrats un
metaboliski inaktivéts, un transportproteini vezikulu membranas nodrosSina So ar glutationu
konjugéto doksorubicina molekulu eksportu (Abuhammad & Zihlif, 2013).

Lai gan ABC transportproteinu nozime rezistencé ir plasi aprakstita, pétijjuma ar divam
kriits véza Stnu Ilmijam (MDA-MB-231 un MCF-7), kur ar doksorubicina selekciju tika
modeléta iegiitas rezistences veidoSanas, tika paradits, ka vienas Stnu lIinijas ietvaros
rezistences mehanismi var atSkirties un ka, neraugoties uz atsevisku ABC génu ekspresijas
pieaugumu, ABC transportproteinu parekspresija ne vienmér ir galvenais rezistences
veidoSanas mehanisms (Tegze et al., 2012).

Topoizomeraze II-a ir enzims, kas atSketina DNS, un ta darbibas laika Tslaicigi rodas ar
proteiniem saistiti divpavedienu DNS parravumi. Doksorubicins stabilizé So funkcionalo
starpposmu, tadel stabili DNS parravumi veidojas vairakas vietas, ka rezultata $iina tiek inducéti
apoptozes mehanismi. Sadi DNS bojajumi ir galvenais doksorubicina pretvéza mehanisms.
Viens no doksorubicina rezistences mehanismiem ir samazinata topoizomerazes II-a ekspresija
un paaugstinata f izoformas sintéze $tinas, jo §1 izoforma ir mazak jutiga pret doksorubicina
iedarbibu. Pieméram, kriits véza gadijumos pieradita pazeminata jutiba pret doksorubicinu
pacientiem ar topoizomerazes II-o g€na del€ciju, savukart ta parekspresija tika saistita ar
nelabvéligu prognozi vairakos véza tipos (Cox & Weinman, 2016).

IzvairiSanas no apoptozes un citiem Stinas bojaejas mehanismiem ir viena no véza Stnu
pazimém Piemé&ram, TP53 ir DNS bojajumu sensors, kas aktivé vairakus proapoptiskus
faktorus, inducgjot apoptozi DNS parravumu un citu hromosomalo aberaciju gadijuma
(Hanahan & Weinberg, 2011). ST géna produkts p53 loti biezi doksorubicina rezistentas §tnas
ir izmainits, un mutacijas vai delécijas TP53 géna, ka ar1 p53 aktivacijas signalcelos ir
raksturiga véZa Stinu pazime dazados audzgjos, ka dél audz&jam var biit dabiska jeb primara
rezistence pret doksorubicinu. NF-kB ir transkripcijas faktors, kam raksturigas vairakas
funkcionali pret&jas funkcijas, ka audz€ja nomaksana vai veicinasana. NF-kB signalcelus aktive
DNS bojajumi, un doksorubicina izraisito DNS parravumu dé] véza stinas NF-kB tiek aktivéts,
ierosinot antiapoptotiskus signalcelus un attiecigi veidojot rezistenci. Ar doksorubicina

rezistenci saistiti ar1 citi mehanismi, kuros notiek izmainas vai to regulacija apoptozes
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noversanai, pieméram, transkripcijas faktors FOXO3, signalceli PI3K/Akt un MEK/ERK un
citi (Cox & Weinman, 2016). Doksorubicina veidotie skabekla radikali ir viens no S§tnu
senescences ierosinasanas mehanismiem, un, lidzigi ka apoptozes mehanismiem, véza $iinas
tiek izmainiti ar1 senescences signalceli, ka rezultata Stinas spg€j dalities un atjaunot populaciju.
Doksorubicina rezistences veidoSana véza Stnam aprakstita ari autofagijas un nekrozes

signalcelu modific€$ana véza $tinu izdzivosanai (Mosieniak et al., 2015).
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2. MATERIALI UN METODES
2.1. Materiali

2.1.1. Siinu linijas

Darba izmantota bazala tipa zemas klaudina ekspresijas apaksgrupas kriits véza Siinu
linija MDA-MB-231 (ATCC kods — HTB-26; 30.-47. pasaza). MDA-MB-231 ir triskarsi
negativa kriits véza Stnu linija, jo Siinas neekspres€ estrogéna receptoru (ER), progesterona
receptoru (PR) un cilvéka epidermala augsanas faktora receptoru 2 (HER2) (Chavez et al.,
2012). MDA-MB-231 sunas ir epiteliala tipa un adherentas (www.lgcstandards-
atcc.org/Products/All/HTB-26).

2.1.2. Reagenti

1. tabula.
Stinu kultivéSanas barotnes un piedevas.
Table 1.
Cell cultivation media and supplements.
Nosaukums Razotajs Razotajvalsts | Kataloga numurs
B amfotericina $kidums (B-amf) . ] . _ ..
(250 pg/ml) Sigma-Aldrich | Vacija A2942
Liellopa fetalais serums (Fetal S . _ ..
Bovine Serum) (FBS) Sigma-Aldrich | Vacija F9665
Penicilins-Streptomicins (PEN-
STREP) (10000 U/ml penicilins, 10 | Sigma-Aldrich | Vacija P0O781
mg/ml streptomicins)
Dimetilsulfoksids (DMSO) Sigma-Aldrich | Vacija 276855
Dulbeko modificéta Igla barotne ar
piedevu F-12 attieciba 1:1 .
(Dulbecco’s Modified Eagle’s -Sr(}:]izrr?t]i(lzi(fISher ASV 31331
Medium Ham’s F-12 (1:1))
(DMEM: F-12)
2. tabula.
Kimijterapijas savienojumi
Table 2.
Chemotherapy compunds.
Koncentracija Registracijas
Nosaukums mg/ | mM RaZotajs Razotajvalsts | vai kataloga
ml numurs
5-fluorouracils (FU) | 50 130,1 | Ebewe Pharma Austrija 99-0208
. - 1 3,3 Accord Healthcare | .. . . _ .. 10-0441
Cisplatins (CIS) Limited Lielbritanija
Doksorubicins 2 3,7 .. 95-0067
(DOX) Ebewe Pharma Austrija
Vmblastlna (VB) - - Sigma-Aldrich Vacija V1377
sulfata sals
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3. tabula.

Reagenti.
Table 3.
Reagents.
Nosaukums Razotajs Razotajvalsts | Kataloga numurs
0,5 M EDTA Ultra pure skidums | Lermo Fisher | »qy, 15575020
§ Scientific
10x Dulbeko salu skidums ar
fosfata bufersisteému (Dulbecco’s . . _ ..
Phosphate Buffered Sigma-Aldrich Vacija 59331C
Saline) (DPBS)
}O_X TrypLE Select disociacijas Th_erm_o_Flsher ASV A1217702
Skidums Scientific
1-bromo-3-hloropropans Sigma-Aldrich Vacija B9673
96 % etanols Biodegviela SIA | Latvija -
Agarozes pulveris Bioatlas Igaunija BA01805
;lssulfomdamma (SRB) natrija | gjoma Aldrich | Vacija 51402
DNS uznesanas buferskidums Thermo Fisher
elektroforézes analizei gela 6X Scientific ASV RO611
dNTP 2,5 mM TaKaRa Japana #4030
Etikskabe Sigma-Aldrich Vacija 27225
Izopropanols Sigma-Aldrich Vacija 19516
Kristalvioletais Serva Vacija 27335
Molekulmasu markieris Thermo Fisher
elektroforézes gélam pUC19 Scientific ASV SDo061
Natrija citrata tribazes dihidrats Sigma-Aldrich Vacija C8532
TRI reagents Sigma-Aldrich Vacija T9424
Trihloretikskabe (TCA) 6,1 N Sigma-Aldrich Vacija T0699
Tripanzila 0,4 % $kidums Sigma-Aldrich Vacija 93595
Tris bazes pulveris (Tris AppliChem Vacija A1086
ultrapure)
. Thermo Fisher
TRIzol reagents Scientific ASV 15596026
Tris borata EDTA buferis (TBE) | Bioatlas Igaunija BA01805BA01805
4. tabula.
Reagentu komplekti.
Table 4.
Reagent kits.
Nosaukums Razotajs Razotajvalsts Kataloga numurs
5x HOT FIREPol
EvaGreen gPCR Plus Solis BioDyne Igaunija 08-24-00001
(ROX) maisijums
KDNS reversas Thermo Fisher
transkripcijas sintézes S ASV 4368814
Scientific
komplekts
PCR reagentu komplekts | Solis BioDyne Igaunija 01-01-00500
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Rekombinanta Dnaze I un
10x Dnazes inkubacijas Sigma-Aldrich Vacija 04716728001
buferis
RNS attirisanas komplekts _ ..
NucleoSpin XS Macherey Nagel Vacija 740903.250
5. tabula.
Sintetiskie oligonukleotidi.
Table 5.
Synthetic oligonucleotides.
- Geéna
Nosaukums Sekvence 5°-3° Genu bankas produkta
atsauces nr.
nosaukums
ACTBF TCCCTGGAGAAGAGCTACG
ACTBR GTAGTTTCGTGGATGCCACA NM.001101.3 ACTBL
18SrRNAF | CGGCTACCACATCCAAGGAA
18SrRNAR | GCTGGAATTACCGCGGCT NR_003286.2 185 RNA
RNA28S5 F | CAGGGGAATCCGACTGTTTA
RNA28S5 R | ATGACGAGGCATTTGGCTAC NR_003287.2 RNA28 S5
ALDHIALF | GGGGGCGACTATTATACAAG
ALDHIA1R | ATTGGTATTGTACGGCCCTG NM_000689 ALDHL AL
CD24 F TGCTGCTGGCACTGCTCCTA
CD24 R CCACGAAGAGACTGGCTGTTGA | \M_013230.3 Ch24
CD44 F GAAGGGCACGTGGTGATTCC
CD44 R CAAAGGCATTGGGCAGGTCT NM_000610.3 CD44
ITGA6F | CCACGTCAGAAAGCAAGGA NM_001079818.1
NM_000210.2
XM_006712510.1 | 'TCA®
ITGA6 R CCCAAAGATGTCTCGGGATT NM 001079818 1
ITGB1 F GGCCTCTGGGCTTTACGGAGGA | NM_033668.2
NM_133376.2
NM_002211.3 ITGBL
ITGBLR CCTGCACGCGCCACACTCAA XM 005252448.1
ABCBL1 F GCTTTTAGTGTTGGACAGGCA NM_001348945.1
NM_001348944.1
NM_000927.4 | MPRL
ABCB1R TCTTTTCGAGATGGGTAACTGAA | \\i™001348946.1
ABCB2F TGCGGGAATCTCTGGCAAA NM_000593.5 TAPL
ABCB2 R GCCTCCTTCTGGTTGAGTGTC NM_001292022.1
ABCB3 F AGAATCTGTACCAGCCCACA NM_001290043.1
NM_000544.3 TAP2
ABCB3 R CAGCCGCCATCACCTTATC NM 018833.2
ABCB4 F AGGTTGGCTTTAATTGCACAGA | NM_000443.3
NM_018849.2 MDR3
ABCB4 R CTTTCCAGCAGCTTCCAGTT NM 018850.2
ABCB5F | TGCGGCATTATCGAGACCAT NM_001163941.1
NM_178559.5
NM_001163942.1 | ABCBS
ABCB5 R TCAGTCACATCATCTCGTCCA NM 001163093.2
ABCBS6 F ACCAAGTTTCGTCGTGCTATG NM_005689.3 ABCB6
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ABCB6 R CTTCGTAACTCTCGGCGTTG NM_001349828.1
NM_004299.5

ABCB7 F GTAAGGTAGCCGAACGTGGT NM_001271696.2
NM_001271697.2 | ABCB7

ABCB7R | TATCATGGTTCTGCACACGG NM_001271698.2
NM_001271699.2

ABCBS8F | GCCAACCTCTCTGTCCTGTT NM_001282291.1
NM_007188.4
NM_001282292.1 | ABCBE

ABCBS8 R TCTGAAATGTAACGGAGCCAC NM 0012822031
NM_019625.3

ABCB9 F CTCGGTGCTGGATCTCTGG NM_019624.3
NM_203444.3 | ABCB9

ABCBIR | GCCGAGTGAAATGTACGTCC NM_001243014.1
NM_001243013.1

ABCB10F | GCGGTTGGATTTCTCACGAT

ABCB10R | CAGCACCACACAGAAACACG NM_012089.2 | ABCBA

ABCCLF GGCCATCGGACTCTTCATCT

ABCC1R GGGCTCCATAGACGCTCAG NM_004996.3 MRP1

ABCC2F TGGTTCCTGTCCCTATTCTGG

ABCC2 R GGCAGGAGTAGGCTAGATTAGA | \M_000392.4 MRP2

ABCC3F CCCTGCCCCTGTTTTCTTTG NM_003786.3 MRP3

ABCC3R | AGGATCTTGGAGCGGAATGG NM_001144070.1

ABCCAF | GACTGTGATAGGAGATCGGGG | WM_0058454
NM_001105515.2
NM_001301829.1 | MRP4

ABCC4 R TCGAACAAGTGTCTGCTAACT NM 001301830.1

ABCC5 F GTGGACAATGCTGGGCTTTT NM_005688.3
NM_001023587.2 | MRP5

ABCC5 R AAGACTCGTGCTTGGACAGA NM 001320032.1

ABCC10F | GTCATCAAGTTCTGCGGGTG NM_001198934.1
NM_033450.2 MRP7

ABCCI0R AGATAACGATGGAGATGACAACC | NM 001350518.1
NM_004827.2

ABCG2F | TGACGGTGAGAGAAAACTTACAG | NM_001257386.2
NM_001348985.1
NM_001348986.1 | ABCG2
NM_001348987.1

ABCG2 R ACCTAACTCTTGAATGACCCTGT | NM 001348988.1
NM_001348989.1

Sintétisko oligonukleotidu sekvencu veidoSana izmantotas programmas NCBI Primer

Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) un Primer 3 (www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi), literatiiras publikacijas.
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2.1.3. Laboratorijas materiali

6. tabula.
Laboratorijas materiali.
Table 6.
Laboratory materials.
Nosaukums RazZotajs Razotajvalsts
0,2 um poru filtri (Minisart-Plus) Sigma-Aldrich Vacija
1,5 ml mikrocentrifugéSanas stobrini Eppendorf ASV
1,5 m} rr_nkrocentrlfugesanas stobrini brivi no Sarstedt Vacija
nukleazém
1,6 ml kriokonservésanas stobrini Sarstedt Vacija
384 laucinu optiskas PCR pléves Sarstedt Vacija
96 laucinu $tinu kultivéSanas plates Standard Sarstedt Vacija
Automatisko pipesu uzgali ar filtru (10 ul; 20 ul; _ ..
100 pl: 200 ME 11)000 “l‘;; ’ (10p H Sarstedt Vacija
Automatisko pipesu uzgali bez filtra (20 pl; 200 pl; Sarstedt Vaciia
1000 pl)
Cell + $tnu kultivéSanas flakoni (T25; T75) Sarstedt Vacija
CentrifugéSanas stobrini (15 ml; 50 ml) Sarstedt Vacija
K&disu stripi (8) ar vaciniem Sarstedt Vacija
PCR optiskas pleves Sarstedt Vacija
Kriokonservésanas trauks Mr. Frosty Sigma-Aldrich Vacija
Slirces (3 ml; 30 ml; 50 ml) B. Braun Vacija
gﬁm} kultivéSanas plates Cell+ (24 laucinu; 96 Sarstedt Vacija
laucinu)
Vienreizlietojamas plastmasas pipetéSanas vannites | Thermo Fisher ASV
(25 ml) Scientific
Vi.enreizli.etojamﬁs serologiskas pipetes (2 ml; 5 Sarstedt Vacija
ml; 10 ml; 25 ml)
2.1.4. Laboratorijas iekartas
7. tabula.
Laboratorijas iekartas.
Table 7.
Laboratory equipment.
Nosaukums RaZotajs RazZotajvalsts
Analitiskie svari (ABS-N/ABJ-NM) Kern Vacija
Attelu ieguves sisttma UVP PhotoDoc-It Analytik Jena ASV
Autoklavs NUVE (0OT40 L) Nuve Vacija
Automatiskas pipetes Eppendorf Research (0,5
—10 pl; 2 — 20 pl; 10 — 100 pl; 20 - 200 pl; 8 Eppendorf ASV
kanalu 20 — 200 ul; 200 — 1000 ul)
Centrifuiga (LMC-4200C) Biosan Latvija
Centrifiiga 5810R Eppendorf ASV
COz inkubators (New Brunsswick Galaxy 170s) | Eppendorf ASV
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Daudzfunkcionals mikroplasu lasitajs Infinite

(M200 PRO) Tecan Sveice
EaEz[l)l)kontrasta mikroskops (Leica DM IL Leica Microsystems Vaciia

G¢la elektroforézes sistema (FMMS10) Cleaver Scientific Ltd Lielbritanija
Laminaras gaisa plismas darba vieta (AV-100) | Telstar Spanija
Ledusskapis ar saldétavu Liebherr Vacija
Maisitajs Vorteks (V-1 plus) Biosan Latvija
Mikrocentrifiga (Velocity 15u) Dynamica Lielbritanija
Mikrovilnu krasns Daewoo Lielbritanija
Neibauera hemocitometrs (Bright line) Hausser Scientific ASV
Polimerazes k&des reakcijas (PCR . .

ickartaVeriti 96 laucinu ;laté(m : Applied Biosystems ASV
Serologisko pipesu pipetéSanas paligs S1 Thermo Fisher Scientific | ASV
SildiSanas-dzesé$anas termostats (CH 3-150) Biosan Latvija
Spektrofotometrs NanoDrop ND-1000 Thermo Fisher Scientific | ASV
g(t)rg\\;a)ls avots elektroforezes iekartai (CS- Cleaver Scientific Ltd Lielbritanija
Termostats (Bio TDB-100) Biosan Latvija
Ultrazemas temperatiiras saldétava U570 Eppendorf ASV

UV transiluminators Standard Clear View Cleaver Scientific Ltd Lielbritanija
Udens attiriSanas iekarta (Direct-Q 3,5,8) LABRepCo ASV

Udens sildvanna (WB-4MS) Biosan Latvija
Velkmes skapis (1200n) Cruma Spanija

UV transiluminators Cleaver Scientific Ltd Lielbritanija
Reala laika PCR iekarta ViiA7 Thermo Fisher Scientific | ASV

2.1.5. Darba Skidumi

e 1x TrypLE: 9ml1mM EDTA/DPBS, 1 ml 10x TrypLE.

e TrypLE proteolitiskas reakcijas inhibésanas skidums 20 % FBS/DPBS: 40 mi

1x DPBS, 10 ml FBS.

e 50 % trihloretikskabe (TCA): 25 ml 6,1 N TCA, 25 ml dH20. Skidumu gatavo

velkmes skapi.

o 1% etikskabe: 99 ml dH20, 1 ml etikskabe. Skidumu gatavo velkmes skapi.

e SRB 4 mg/ml skidums: 200 mg SRB pulvera $kidina 50 ml 1 % etikskabg.

Skidumu gatavo velkmes skapi, péc pagatavosanas filtre.

e 10 mM Tris baze: 60,57 mg Tris pulvera skidina 50 ml dH2O.

e 70 % etanols: 365 ml 96 % etanols, 135 ml dH»0.

e 1 mM EDTA/DPBS: pagatavo 0,05 M EDTA/DPBS (9 ml 1x DPBS, 1 ml 0,5
EDTA), no kura gatavo 1 mM EDTA/DPBS —49 ml 1x DPBS, 1 ml 0,05 M EDTA/DPBS.

e 1x DPBS: 450 ml dH20, 50 ml 10x DPBS.
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e 0,01 % kristalvioletais: pagatavo 0,05 % kristalvioleta $kidumu (25 mg
kristalvioleta skidina 50 ml dH20), no kura gatavo 0,01 % skidumu — 40 ml dH20, 10 ml
0,05 9% kristalvioletais.

e 5,5 mM vinblastins (VB): 5 mg VB sulfata Skidina 1 ml DMSO un filtrg.

e 0,5x TBE buferis: 100 ml 5x TBE bufera pulveris, 900 ml dH20, pH ir 8,3.

e 1,89% agarozes gels: 1,8 g agarozes pulvera skidina 100 ml 0,5x TBE bufera.

2.1.6. Siinu Kkultivé$anas un saldésanas barotnes

e AI10: 44,4 ml DMEM:F-12, 5 ml FBS, 500 ul PEN-STREP, 100 ul B-amf.

e Al0-: 45 ml DMEM:F-12, 5 ml FBS.

e 0,26 uM DOX/A10-: pagatavo 52 uM DOX A10- barotné (985,9 ul A10-, 14,1
ul 3,7 mM DOX), no kura pagatavo 0,26 uM DOX/A10- (14,925 ml A10-, 75 pl 52 uM
DOX/A10-).

e A20: 2,4 ml DMEM:F-12, 600 ul FBS.

e 10 % DMSO/A20: 1350 pl A20 barotne, 150 ul DMSO.

2.2. Metodes
2.2.1. Materialu un darba vietas sterilizacija

Darbu ar dzivam $tinam veic laminaras pliismas darba vieta. Laminara sterilizacija un
sagatavoSana darbam: ieslédz gaisa plismu un UV gaismu uz 15 min, péc tam ar 70% etanola
samitrinatu papira salveti notira darba virsmu, pipetéSanas paligu, pipetes un citus darbam
nepiecieSamos piederumus. P&c darba beigSanas visus piederumus notira ar etanola samitrinatu
salveti un ieslédz laminara UV gaismu uz 15 min.

PipeSu uzgalus bez filtra un mikrocentrifugéSanas stobrinus, ka art destiléta Gdens un
tuksas pudeles Skidumu pagatavoSanai darbam sagatavo, sterilizgjot autoklava.

Stinu kultivésanas flakonus, plates, $kidumu stobrinus un pudeles, ka ari citus piederumus

ikreiz pirms ievietoSanas laminara un darba sakSanas notira ar etanola samitrinatu salveti.
2.2.2. Suinu kultivéSanas metodes

2.2.2.1. Siinu atsaldé$ana

1. Saldésanas stobrinu ar §tinu suspensiju uz 1 min ievieto idens sildvanna un parliecinas,
ka Stinu suspensija ir atkususi.
2. Suspensiju parnes 15 ml stobrina un tai 1&ni, pa pilienam, nepartraukti maisot pievieno

2 ml Gidens sildvanna ieprieks uzsilditas barotnes (A10 vai A10-).
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4. Stobrinu centrifugé 8 min pie 1000 apgr/min.
5. Atslic supernatantu, un Siinas resuspendé 5 ml barotnes. Stobrinu atkartoti centrifuge
ka 4. punkta.
6. Atslc supernatantu un $iinas resuspendé 2 ml barotnes.
7. Stinas skaita ar hemocitometru, (2.2.2.3. nodala).
8. Stinu izs&sana:
e Aprekina parséSanai nepiecieSamo $iinu suspensijas tilpumu, kura ir 500000
dzivu $tnu;
e Viena vai vairakos markétos T75 flakonos iepilda 7 ml barotnes un flakonu
uzglaba inkubatora I1dz $tinu izs€Sanas bridim;
e Flakona iepilda aprékinato Stinu suspensijas tilpumu;
e Flakonu ievieto un inkubg pie +37 °C, 5 % CO..
9. P&c 2 dienam flakonos iepilda 7,5 ml svaigas barotnes. Talaka $tinu kultivéSanas gaita
reizi 2 1idz 4 dienas veic barotnes nomainu, atsiicot pusi jeb 7,5 ml no flakona eso$as barotnes

un pievienojot jaunu barotni tada pasa tilpuma.

2.2.2.2. Siinu tripsinizé§ana

Stinu tripsinizé$anu veic, kad $tinas kultivé$anas flakona sasniegusas 70-90 % konfluenci.

1. No kultivésanas flakona atstic visu barotni, un flakona virsmu skalo ar tidens sildvanna
ieprieks uzsilditu 1x DPBS (T25 -2 ml, T75 —4 ml).

2. Flakona virsmu atkartoti skalo ar 1 mM EDTA/DPBS tada pasa tilpuma ka 1. soli.

3. Kultivésanas flakona iepilda ieprieks tidens sildvanna uzsilditu TrypLE (T25 — 1 ml,
T75 —2 ml), un ievieto inkubatora uz 5 min.

4. P&c inkubacijas mikroskopgjot parliecinas, ka Stinas ir atdalijusas no virsmas.

5. Flakona iepilda ieprieks uzsilditu 20 % FBS/DPBS tada pasa tilpuma ka 1. soli.

6. Suspensiju iepilda marketa 15 ml stobrina. Lai savaktu visas Stinas, flakonu vismaz
divas reizes skalo ar 1x DPBS tada pasa tilpuma ka 1. solt un Skidumu iepilda taja pasa stobrina.

7. Stobrinu centrifugé 10 min pie 1000 apgr/min, +22 °C.

8. Atsiic supernatantu, un Siinas resuspendé kultivéSanas barotné. Barotnes tilpumu
pielago sagaidamajam $iinu skaitam ta, lai viena ml biitu aptuveni viens miljons Stnu.

9. Nosaka $iinu skaitu suspensija, veicot Stinu skaitiSanu ar hemocitometru.

2.2.2.3. Siinu skaiti¥ana ar hemocitometru

1. Stnas tripsinizé, ka noradits 2.2.2.2. nodala.
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2. Divos 96 laucinu Standard plates laucinos iepilda 7 pl tripanzila un 7 pl pagatavotas
stinu suspensijas.

3. Katra hemotcitometra kamera iepilda 10 pl no 2. soli pagatavota maisijuma, un,
mikroskop&jot 10x palielinajuma (attéla palielinajums — 100x), veic dzivo un miruSo $tnu
skaitiSanu piecos skaitiSanas rezga laukos (5x 0,1 ul) (1. attéls). Mikroskopa redzamas zili

iekrasotas $tinas nav dzivotspg&jigas, savukart neiekrasotas — ir.

1. att€ls. Hemocitometra $tinu skaitiSanas kameras rezga shematisks attéls. Ar sarkanu kontaru — kvadrati,
kuros skaita $tinas (ar izmainam no www.microbehunter.com/the-hemocytometer-counting-chamber).

Figure 1. Schematic illustration of the chamber countig grid in haemocytometer. With red countour —
squares in which cells are counted (with modifications from www.microbehunter.com/the-hemocytometer-

counting-chamber).

4. Apréekina dzivo un miruSo $tinu skaitu suspensija péc formulas:
_ X+ X))V
B 05 '

kur Y — kopgjais dzivo vai miruso $iinu skaits suspensija, X1 un Xz — dzivo vai miruso

Y

Stinu skaits viena skaitiSanas atkartojuma, V — kopgjais $tinu suspensijas tilpums (ul).
5. Aprékina turpmakam darbibam, pieméram, parsé€Sanai daudzlaucinu platés vai
flakonos, nepiecieSamo S§tnu suspensijas tilpumu un veic S$iinu parséSanu, izséSanu

eksperimentiem, saldéSanu vai lizéSanu.

2.2.2.4. Siinu saldésana

1. Stinas tripsinizé un skaita atbilstosi aprakstitajai darba gaitai 2.2.2.2. un 2.2.2.3. nodala.

2. leteicams sald&t vismaz 3 §tnu stokus (1,5 miljoni §tnu katra). Piem&ram, 3 stoku
saldésanai aprékina suspensijas tilpumu, kura ir 4,5 miljoni $tinu. Turpmakajos solos minétie
darba Skiduma tilpumi ir aprékinati 3 stoku saldéSanai.

3. Aprekinato Stnu suspensijas tilpumu iepilda 15 ml stobrina un pievieno 1x DPBS lidz
10 ml atzimei.

4. Stobrinu centrifugé 5 min pie 1200 apgr/min.
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5. Atsilc supernatantu un resuspendé Siinas 1,5 ml A20 barotné.

6. Ledusskapi (+4 °C) uz 30 min Iidz 1 h ievieto pagatavoto $iinu suspensiju, ka art A20
un 10 % DMSO/A20 barotnes un saldéSanas trauku. Atdzes€ arT sagatavotos kriostobrinus, tos
ievietojot saldétava (-20 °C).

7. Sagatavo darba vietu: uz laminara darba virsmas novieto aukstuma blokus, ko apklaj
ar salvetém, uz tiem — stattvus, kriostobrinus, barotnes un §tinu suspensiju.

8. Resuspendg $iinu suspensiju, to 1€ni apvieno ar 1,5 ml 10 % DMSO/AZ20.

9. Kriostobrinos iepilda 1 ml pagatavotas suspensijas, tos ievieto saldéSanas trauka.

10. Saldésanas trauku ar Siinam ievieto saldétava (-80 °C). P&éc diennakts saldéSanas no
kriokonserveésanas trauka iznem sald€tos Stinu stokus un uzglaba ultrazemas temperattras

saldetava (-80 °C), bet trauku uzglaba istabas temperatiira.

2.2.2.5. Siinu lizatu sagatavo$ana

1. Stinu lizé$anu veic, izmantojot TRI reagentu atbilstosi razotaja noradijumiem.

2. P&c $tinu tripsiniz&$anas un skaitiSanas (2.2.2.2. un 2.2.2.3. nodala) viena vai vairakos
1,5 ml mikrocentrifugéSanas stobrinos iepilda $iinu suspensijas tilpumu ar 1 miljonu $tnam.

3. Mikrocentrifuga stobrinus centrifugé 3 min pie 14000 apgr/min.

4. Veic Stnu skaloSanu: atstic supernatantu, Stinas resuspendé 500 pl 1x DPBS un atkartoti
centrifuge pie iestatijumiem ka 3. punkta.

5. Sanu lizé$ana: no stobriniem atsiic supernatantu, iepilda 300 ul TRI reagenta un
stobrinus vorteks€, kameér vairs nav novérojami agregati.

6. Stinu lizatus uzglaba saldétava -20 °C vai -80 °C ilgtermina uzglabasanai.

2.2.2.6. Suspensijas Suinu skaitiSana Siinu kultiiras barotnes nomainas laika

1. No flakona 1éni atsiic visu suspensiju un iepilda 15 ml stobrina.

2. Flakona iepilda 25 % no nepiecieSsama gala tilpuma (T75 — 3,5 ml) un ievieto
inkubatora.

3. Suspensijas stobrinu centrifugé 9 min pie 900 apgr/min.

4. Leéni atsiic supernatantu un iepilda jauna 15 ml stobrina.

5. Stinas resuspendé 1000 pl A10 barotnes.

6. Veic sitinu skaitiSanu ar hemocitometru (2.2.2.3. nodalas 2.-4. solis).

7. Kultivésanas flakona iepilda supernatantu tilpuma, kas veido 50 % no nepiecieSama
gala tilpuma (T75 — 7,5 ml).

8. Stinu suspensijas stobrina leni iepilda atliku$o (iepildisanai flakona nepieciesamo)
barotnes tilpumu, $tinu suspensiju samaisa un iepilda kultivéSanas flakona.
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9. Flakonu ievieto inkubatora un $iinas kultive atbilstosi eksperimenta nosacijumiem.

2.2.2.7. Siinu punktveida apstrade ar doksorubicinu

Stinu kultiras Tslaicigu apstradi ar doksorubicinu (DOX) A10- barotné veic, kad kultiira
sasniegusi 50-60 % konfluenci.

1. No kultivésanas flakona (T75) Iéni atsiic visu barotni un flakona virsmu 1x skalo ar 4
ml DPBS.

2. Flakona iepilda 7,5 ml 0,26 uM DOX/A10- barotné.

3. Kultivesanas flakonu ievieto inkubatora un $iinas kultive 48 h.

4. Atstic visu barotni un skalo virsmu ka 1. soli.

5. Flakona iepilda 7,5 ml A10 barotnes, un $tinas kultivé 24 h.

6. Stinas tripsiniz€ un sagatavo analizém.

2.2.3. B sulforodamina (SRB) tests

B sulforodamina (SRB) testa protokols izveidots, vadoties péc Skehan et al. ar
modifikacijam (Skehan et al., 1990).
1. Stnas tripsinizé un skaita ar hemocitometru (skatit 2.2.2.2. un 2.2.2.3. nodalu).
2. 1zs&j nepiecieSamo Stnu skaitu vienas vai vairaku 96 laucinu Cell+ plaSu bedrités un
kultivé inkubatora atbilstosi planota eksperimenta nosacijumiem.
3. Stnu fiksesana:
e Ar daudzkanalu pipeti atsiic tadu barotnes tilpumu, lai laucinos paliktu 100 pl
barotnes.
e Laucinos barotnei pievieno 25 ul 50 % trihloretikskabes (TCA), un plates inkubé
ledusskapi (+4 °C) 1 h.
e No lauciniem atstic visu Skidumu.
e Ar dH20 plates Cetras reizes skalo zem tekosas tdens striiklas, izvairoties no
tidens tecéSanas laucinos tiesi no augsas.
e Plates zavé uz papira salvetem, un turpmakos solus veic jebkura laika péc
pilnigas plates noziiSanas.
4. Stnu kraso3ana: laucinos ar nofiksétam $tinam iepilda 70 pl SRB §kiduma un plates
inkubg istabas temperattra 30 min.
5. Atsiic visu Skidumu un $iinas skalo:
e Laucinos iepilda 100 pul 1 % etikskabes un inkubg istabas temperatiira 5 min.

e Atsiic visu Skidumu.
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e SkaloSanu veic lidz seSam reiz€m, viena eksperimenta ietvaros saglabajot
nemainigu skaloSanas reizu skaitu.

e Plati zave istabas temperatiird, un turpmakos solus veic p&c pilnigas plates
nozusanas.
6. Mérjjumu nolasiSana:

e Laucinos iepilda 100 pl 10 mM Tris bazes Skiduma.

e Plati ievieto plasu lasitaja un veic kratiSanu pie iestatijumiem 10 min orbitala
kratiSana ar 1 mm amplitadu.

e Skidumus no lauciniem parnes jauna 96 laucinu Standard platz.

e Plati ievieto plaSu lasitaja un veic absorbcijas mérijlumus pie 565 nm vilnu
garuma.

2.2.4. Citotoksicitates tests

Citotoksicitates testu izmanto S$inu jutibas noteikSanai pret citotoksiskiem
savienojumiem doksorubicinu (DOX), vinblastinu (VB), fluorouracilu (FU) un cisplatinu
(CIS).

1. Sinas tripsinizé un skaita, ka aprakstits 2.2.2.2. un 2.2.2.3. nodala.

2. Izmantojot daudzkanalu pipeti un pipetéSanas vanniti, seSu marketu 96 laucinu Cell+
plasu 60 laucinos katra izsgj 5000 $iinas 100 ul A10- barotnes. Stinu suspensiju nepilda A un H
rindu, ka arf 1. un 12. kolonnas laucinos. Tuksajos laucinos iepilda 100 ul A10- barotnes
(negativa kontrole (NK)) un plates ievieto inkubatora. Katra savienojuma jutibas parbaudei, ka
ar1 pozitivajai kontrolei (PK) un nulles dienai (0 D) izmanto atsevisku plati.

3. Péc 48 h kultirai attieciba 1:1 pievieno 100 pl katra savienojuma A10- barotng 10
dazadas koncentracijas (skatit 1. pielikumu), bet PK plates laucinos un visu plasu NK laucinos
iepilda 100 pl A10- barotnes. Savienojumu Skidumus pagatavo secigu atSkaidfjumu sérija,
stundu pirms pievienoSanas atkaus€jot medikamenta alikvotu, bet atSkaidijumus pagatavojot 1si
pirms pievienoSanas Sinam.

4. 48 h péc Sunu izs€Sanas veic fiks€Sanu un skaloSanu 0 D platei, ka aprakstits 2.2.3.
nodalas 3. punkta. Fiks€ gan laucinus ar §tinam, gan NK laucinus.

5. 48 h péc parbaudamo savienojumu pievienoSanas (96 h péc izs€$anas) visas atlikusajas
platés fiks€ laucinus ar §tinam un NK laucinus un plates skalo (2.2.3. nodalas 3. punkts).

6. P&c pilnigas plasu noziiSanas veic B-sulforodamina (SRB) testu (skatit 2.2.3. nodalas

4.-6. punktu).
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Savienojumu

pievieno3ana; Plasu
snu fiksésana «0» skalosana
Plasu Absorbcijas
Siinu skaloSana nolasisana
izseSana Krasoana ar (565 nm)
Saistitas
&= SRB
Slfm krasvielas
fiksesana eluésana
48 h 48 h lh *73vesana 30 min *7avésana

2. att€ls. Citotoksicitates testa norise laika 1. — 6. teksta aprakstitais metodes solis. Ar zvaigzniti atziméti
soli, pec kuru veiksanas eksperimenta izmantotas plates var uzglabat neierobezotu laiku.
Figure 2. Time scale of citotoxicity assay: steps 1 — 6 from the text. The steps, after which the plates may

be stored indefinitely, are marked with stars.

7. legtitos datus apstrada un analizé programmas R un RStudio, izmantojot pakotni
GRmetrics. Iespgjamo tehnisko neprecizitasu dé] katra pétama lieluma tehnisko atkartojumu
kopai veic datu izkliedes parbaudi, un turpmaka datu analize neieklauj izlecoSos merijjumus pec
IQR kritérija (mérjjumus, kas mazaki par pirmas kvartiles (Q1) un 1,5 starpkvartilu (IQR)
starpibu vai lielaki par Qs un 1,5 IQR summu). Siinu jutibas noteik$anai pret katru kimijterapijas
savienojumu izmanto R pakotni GRMetrics. Stnu jutibu izsaka ka IC50 un GRS0 —
koncentracija, pie kuras augSanas atrums tiek inhibéts par 50 %. Atskiriba no 1C50, GR50
vertiba ir normaliz€ta, un to neietekmeé Stunu daliSanas reizu skaits citotoksicitates testa norises

laika (Hafner et al., 2016).

2.2.5. Augsanas liknu veidoSana

1. Stnas tripsinizé un skaita, ka aprakstits ieprieks (2.2.2.2. un 2.2.2.3. nodala).
2. Stinu izsésana:
e Pagatavo Siinu suspensiju ar planotajam eksperimentam nepiecieSamo Siinu
skaitu - 500 Iidz 11000 $tnas/100 pl A10- barotné.
e Sagatavo un marke@ vienu vai vairakas 96 laucinu Cell+ plates atkariba no
eksperimenta planojuma un ilguma.
¢ [zmantojot daudzkanalu pipeti un pipete€Sanas vanniti, laucinos izsgj 100 pl Stinu
suspensijas.
e Plates ievieto un inkubg pie +37 °C, 5 % COo.
3. 2.- 3. diena péc izs€Sanas un turpmak katru otro dienu maina barotni — no katra laucina

1€ni atstic 35 pl barotnes un tada pasa tilpuma pievieno jaunu A10- barotni.
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4. Sunu fiksesanu veic ik péc 24-48 h péc izséSanas, un, kad visos laucinos §inas ir
nofiksétas, veic SRB testu (skatit 2.2.3.nodalas 3.-6.punktu).
5. No iegiitajiem datiem aprékina populacijas dubultosanas laiku (PDT) p&c formulas:

T *In2
ODbei u '
In (=694
(ODsékuma

PDT =

kur T — §anu kultivésanas laiks eksponencialas augsanas faze (h) (nosaka péc iegitajiem
rezultatiem), OD beigu un sakuma — optiska blivuma (OD) tehnisko replikatu vid&ja vertiba
izveleta Stinu augSanas posma sakuma un beigas.

6. Aprékina PDT intervalu (maksimalo un minimalo vértibu), izmantojot abu PDT
aprekina ieklauto augSanas posma sakuma un beigu punktu OD meérjjumu standartnovirzi.

Apréekina neieklauj izlecoSos mérijumus peéc IQR kriterija.

2.2.6. Klonogenitates tests

1. Stnas tripsinizé un skaita ar hemocitometru, ka aprakstits 2.2.2.2. un 2.2.2.3. nodala.
2. Stinu izs&$ana koloniju veidosanas testam:
e Secigu atSkaidijumu sérija trTs atkartojumos pagatavo $iinu suspensiju (20 Stinas/
1 ml A10-);
e Sagatavo un marke 24 laucinu Cell+ plati;
e Ar 1000 pl pipeti izs€j pa 1000 pl Stnu suspensijas katra plates laucina.
3. Plati inkub& +37 °C 5 % CO3 11 diennaktis.
4. Stnu fiksésana:
¢ No lauciniem atstic 500 pl barotnes.
e Laucinos iepilda 125 pl ledusskapi (+4 °C) atdzesétas 50 % TCA.
e Plati 1 h inkubg ledusskapi (+4 °C).
5. Plates skaloSana:
¢ No lauciniem atstic visu Skidumu.
e 4 reizes skalo zem tekoSa attirita tdens struklas, izvairoties no tdens tecé$anas
laucinos no augsas.
e Plati Zave istabas temperatiira uz papira salvetém, un turpmakos solus veic péc
plasu noziisanas.
6. Stinu krasosana ar 0,01 % kristalvioleto:
¢ Laucinos iepilda 250 pl 0,01 % kristalvioleta.
e Plati inkubg istabas temperatiira 30 min.
e Veic plates skaloSanu un zavéSanu ka aprakstits 5. solf.
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7. Veic koloniju skaitiSanu.
8. Iegiitos datus apstrada un analizé programmas R un RStudio. S@inu koloniju veidosanas

sp&ju péc formulas:

Y K 100
= — %k
20 ’

Y — koloniju veidosanas sp&ja (%), K — koloniju skaits laucina, 20 — izséto Stnu skaits.
Koloniju veidoSanas sp€jas noteikSanai aprékina atkartojumu vidgo vertibu un

standartnovirzi. Lieluma atSkiribu butiskumu dazadam kultiiram nosaka ar Stjidenta T testu.

2.2.7. Metodes génu transkriptomiskas ekspresijas limena noteik$anai
2.2.7.1. RNS izdali§ana

RNS izdalisanu veic ar TRIzol reagentu, un darba gaitu veic péc razotaja noradém
(Thermo Fisher Scientific).

1. RNS izdala no lizatiem, kuru iegiisana aprakstita 2.2.2.5. nodala.

2. Stanu lizatu atkausé un inkubé istabas temperatiira 5 min.

3. Lizatam pievieno 30 pl 1-bromo-3-hloropropanu, ar vorteksa maisitaju $kidumu maisa
15 sekundes un inkubg istabas temperatiira 3 min.

4. Stobrinu centrifugé 15 min pie iestatijjumiem 12000 g, +4 °C.

5. Augsgjo fazi parnes jauna no nukleazém briva 1,5 ml mikrocentrifugéSanas stobrina.

6. Pievieno 150 pl izopropanola, stobrinu inverté un inkubé istabas temperatiira 10 min.

7. Centrifuge pie iestatijumiem 10 min, 12000 g, +4 °C.

8. Atsiic supernatantu, RNS nogulsném pievieno 300 pl 75 % etanola un maisa dazas
sekundes, izmantojot vorteksa maisitaju.

9. Paraugu centrifugé 8 min pie iestatijumiem 8880 g, istabas temperatiira.

10. Atsiic supernatantu, un zZaveé nogulsnes istabas temperattira 10 min.

11. Nogulsném pievieno 37,5 ul no nukleazém brivu tideni un inkubgé pie +55 °C 10 min.

12. Ar spektrofotometru NanoDrop méra RNS koncentraciju 1,5 pl parauga, ka referenci
izmantojot no nukleazeém brivu tideni.

13. RNS kvalitati parbauda agarozes gela elektroforéze (2.2.7.6. nodala).

14. RNS paraugu uzglaba ultrazemas temperatiiras saldetava (-80 °C).

2.2.7.2. RNS apstrade ar DNazi I

Apstradi ar DNazi veic, lai atbrivotos no iesp€ama genomiskas DNS piesarnojuma

parauga, un darbu veic atbilstosi razotaja noradijumiem (Sigma Aldrich).
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1. Pagatavo reakcijas maisijumu (vienai reakcijai):

RNS skidums 35ul

10x DNazes inkubacijas buferSkidums Sul

DNaze I (10 U/ul) 0,2 pl/ 1 pg RNS
No nukleazeém brivs H20 Lidz kop&am V
Kopgjais V 50 ul

2. Reakcijas maistjumu inkubg istabas temperattra 30 min.
3. Maistjumam pievieno 5 pl 50 mM EDTA, inkubg pie +65 °C 10 min.
4. Veic talaku RNS attiriSanu (2.2.7.3. nodala).

2.2.7.3. RNS attiriSana péc apstrades ar DNazi I

AttiriSanu no DNazes apstrades reakcijas reagentiem veic ar NucleoSpin RNS XS
attirisanas komplektu atbilstosi razotaja noradijumiem (Macherey Nagel).

1. Stobrina pievieno 45 pl H20 un 100 pl RCU buferskidumu, 10 sekundes maisa skidumu
ar vorteksa maisitaju.

2. Skidumu (200 pl) parnes kolonna, centrifugé divas reizes — pie iestatfjumiem 2000 g
30 sekundes, p&c tam 11000 g 30 sekundes.

3. Kolonnu parnes uz supernatanta savakSanas stobrinu.

4. Uznes 400 pl RA3 bufera un centrifugg pie iestatijumiem 11000 g, 30 sekundes.

5. Supernatantu no stobrina izlej, kolonnu ievieto atpakal stobrina.

6. Kolonna ienes 200 pl RA3 bufera un centrifugé pie 11000 g 2 miniites.

7. Kolonnu ievieto no nukleazeém briva 1,5 ml mikrocentrifugéSanas stobrina, uz kolonnas
uznes 17 pl no nukleazém brivu tideni un centrifugeé pie 11000 g 30 sekundes.

8. Eluétas RNS koncentraciju méra ar NanoDrop spektrofotometru, par referenci
izmantojot Gdeni bez nukleazeém.

9. RNS paraugu uzglaba ultrazemas temperatiiras saldétava (-80 °C).

2.2.7.4. Komplementaras DNS (kDNS) sintéeze

KDNS sintézei izmanto augstas kapacitates KDNS reversas transkripcijas reagentu

komplektu, un darbu veic ka noradits razotaja protokola (Thermo Fisher Scientific).
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1. Pagatavo reakcijas maisijumu (tilpums vienai reakcijai):

10x randomo heksaméru praimeru skidums 2 ul
10x reakcijas buferskidums 2 ul
25x ANTP maistjums (100 mM) 0,8 ul
RiboLock ribonukleazu inhibitors (40 U/ul) 1w
MultiScribe reversa transkriptaze 1wl
No nukleazeém brivs H20 3,2l
Kopgjais V 10 ul

2. Reakcijas maisijumu iepilda 1,5 ml no nukleazém briva mikrocentrifugéSanas stobrina,
un tilpuma attieciba 1:1 apvieno ar 2 mg KRNS paraugu (kam nepiecieSamibas gadijuma
pievienots no nukleazém attirits H>O). kDNS sintézei tika izmantoti 2 ug RNS 10 ul H20.

3. kKDNS sintézi veic PCR iekarta sekojosos apstaklos: 10 min +25 °C, 120 min +37 °C,
5 min +85 °C, oo min +4 °C.

4. Sintezetas kKDNS parbaudi veic, izmantojot polimerazes kédes reakciju (PCR) (2.2.7.5.
nodala) un agarozes gela elektroforézi (2.2.7.6. nodala). PCR reakciju veic ar ACTB sintez&to
oligonukleotidu pari mRNS, lai parliecinatos par cDNS sint€zi un parbauditu iesp&jamu
genomiskas DNS piesarnojumu. Produktu vizualizé agarozes gela elektroforéze, lai noteiktu
PCR reakcijas produktu skaitu un aptuvenu garumu.

5. Sintezéto kDNS ievieto ledusskapi (+4 °C) istermina uzglabaSanai (ne ilgak par

diennakti) vai saldétava (-20 °C).

2.2.7.5. Polimerazes kedes reakcija (PCR)
PCR reakcijai izmanto PCR komplektu (Solis BioDyne) atbilstosi raZotaja
noradijumiem.

1. Pagatavo reakcijas maisijumu (reagentu tilpumi vienai reakcijai):

10x reakcijas buferskidums BD 1,5ul
MqgCl2 (25 mM) 1,2 ul
dNTP maisijums (2,5 mM) 1,2 ul
H20 9,4 ul
Sintétisko oligonukleotidu maisijums 0,5l
FIREPol DNS polimeraze (5U/ul) 0,2 ul
Kopgjais V 15 pl

2. Reakcijai pievieno 1 pl kDNS, kas atSkaidits 1idz gala koncentracijai 5 ng/pl.
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3. PCR amplifikacijas iekarta veic PCR reakciju pie iestatijumiem:

+95°C
+95°C
+58 °C
+72°C
+72°C
+4°C

10 min

15 sek

30sek + 30x
30 sek

8 min

o0

4. PCR produktu vizualizg agarozes gela elektroforéze (2.2.7.6. nodala)

2.2.7.6. Agarozes gela elektroforéze

1. Pagatavo 1,8 % agarozes/0,5x TBE bufera skidumu un silda mikrovilnu krasni lidz

_______

2. Agarozes gela Skidumu istabas temperattira atdzes€ 11dz aptuveni +55 °C un pievieno

1 pl 1 mg/ml etidija bromida.

3. Skidumu ielej elektroforézes tanka vannina, kas norobezota ar speiseriem, aptuveni

5 mm biezuma un atdzesg istabas temperatiira, [idz agaroze ir sapolimerizgjusies.

4. Elektroforézes tanka iznem speiserus, ielej 0,5x TBE buferi ta, lai ar buferi biitu

noklata visa gela virsma, un iznem kemmites.

5. PCR maisijumam pievieno 6x uzneSanas krasvielu attieciba 5:1, sajauc un uz gela

uznes 7 pl. Atseviskas bedrites iepilda pa 4,5 pl DNS garuma markiera.

6. Gela elektroforézes sistému pieslédz stravas avotam (8 V/cm) uz aptuveni 20-25 min.

7. Elektroforézes gelu apliiko UV gaismas transiluminatora un fotografe.

2.2.7.7. Kvantitativa reala laika polimerazes kédes reakcija (QPCR)

gPCR veic ar FIREPol EvaGreen gPCR reagentu komplektu (Solis BioDyne) atbilstosi

razotaja noradem.

1. Pagatavo reakcijas maistjumu (tilpumi vienai reakcijai):

KDNS (5 ng/ul)

1wl

Sintétisko oligonukleotidu maistjums (10 pmol/ul) 0,5 pl
5x HOT FIREPol EvaGreen gPCR maisijums 1,4 ul

H20

5,1 ul

Kopgjais V

7ul

35



2. Amplifikacijas reakciju veic, izmantojot ViiA7 qPCR iekartu pie iestatijumiem:

+95°C 10 min
+95°C 15sek
+58 °C 30 sek 40x

+72 °C 30 sek

3. Veic iegiito datu apstradi un analizi. Katram parbaudita géna tehniskajam replikatam
veic kvalitates kontroli, péc kuras — datu analizi.

e Kvalitates kontrole: parbauda produktu kuSanas un amplifikacijas liknes. Ja
kuSanas liknés radzami vairaki piki, qPCR produktu parbauda ar agarozes gela
elektroforézi un, ja novérojami dazada garuma produkti, Sos kultiiras un/vai géna
datus analiz€ neieklauj. Ja amplifikacijas likne viena no triplikatiem nesasniedz
amplifikacijas slieksni, konkréto merfjjumu izslédz no analizes.

e Kvalitates kriteriji: datu analizg neieklauj izlecoSos mérijumus (Ct vértibas), kas
atrodas vairak neka tris standartnovirzu attaluma no triplikata vidgjas vértibas.

e Ekspresijas robezvertibas: génu par ekspres€tu parauga pienem tad, ja vid€ja
atkartojumu Ct vértiba ir mazaka par 35.

e NormalizéSana: génu transkriptomisko ekspresiju katra kulttira normalizé pret
endogénas kontroles géniem (ACTB, 18S rRNA, RNA28 S5), iegtistot dCt vertibu.

e Geénu ekspresijas salidzinajums: ekspresijas izmainas izsaka relativi pret kontroles
kulttiru (bez doksorubicina apstrades kultivéSanas gaita), izmantojot ddCt vertibu
un aprékinot relativo izmainu reizu skaitu (RQ) (Livak & Schmittgen, 2001).
Ekspresijas izmainu statistisko biitiskumu nosaka ar Stjiidenta T-testu, salidzinot

génu dCt vertibas.
2.2.8. Eksperimenta dizains

Lai noskaidrotu, ka 1slaiciga doksorubicina iedarbiba ietekmé MDA-MB-231 jutibu pret
pétitajiem citotoksiskajiem savienojumiem un vai ta palielina cilmSiinibas izpausmes Stnu
populacija, MDA-MB-231 kultiira pec 50-60 % konfluences sasniegSanas 48 h tika paklauta
0,26 uM doksorubicina iedarbibai, un pars€Sana tika veikta vél 24 h péc doksorubicinu
saturo$as barotnes nomainas. P& pusmiljona Siinu izs€Sanas T75 flakona parséta kultura
(DOX+1 pasaza) tika kultivéta Iidz 80 % konfluencei. Eksperiments tika veikts divos
biologiskajos atkartojumos (A un B), un katrs no biologiskajiem atkartojumiem — divos
replikatos. Kultiiras A un B ir uzskatamas par biologiskajiem atkartojumiem, jo tas tika atdalitas
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12 subkultivésanas reizes pirms eksperimenta sakuma. Petijums sastavéja no diviem posmiem
— metozu optimizéSana un doksorubicina ietekmes novertéSana (jutibas izmainas pret
kimijterapijas savienojumiem, ABC saimes génu ekspresijas, augSanas raksturlielumu un
cilmSunibas izmainas).

Eksperimenta rezistentu Stinu iegtiSanai Stinas tika planots apstradat ar doksorubicinu
kltniski nozimiga koncentracija, tomer konstatétas doksorubicina koncentracijas plazma varié
no 1,4 1idz 34,3 umol/l un potenciali véza Stinu uznemta doksorubicina koncentracija ir mérama
nanomolaras vertibas (Smith, 2006). Ta ka literatiira informacija par doksorubicina noardiSanas
parametriem un koncentracijas izmainam plazma ir neviennozimiga, punktveida apstradei
eksperimenta tika izvéleéts 0,26 pM doksorubicins, balstoties uz aprekinato IC50 vértibu
normalam MDA-MB-231 $iinam viena no izméginajuma citotoksicitates testiem.

Sasniedzot 45. pasazu, Siinu kultiiras A un B tika sadalitas ¢etras kulttiras, lai abas kulturas
divos atkartojumos raksturotu bez doksorubicina ekspozicijas (kontroles kulttiras), bet divas
kulttras paklautu doksorubicina ietekmei (3. attéls).
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3. att€ls. Eksperimenta otrais posms: $tnu kultiru A un B sadaliSana analizém ar un bez doksorubicina
ekspozicijas. Ar cipariem noraditas kultliru pasazas, to apzZim&jumi: preDOX — replikata sakotngja kultira, DOX
— pasaza, kuras laika kultiiru apstrada ar doksorubicinu, DOX+1 - pasaza péc doksorubicina apstrades , KONTR
— kontroles kultara.

Figure 3. Second stage of experiment: division of cell cultures A and B for analysis with and without
doxorubicin exposition. The passages of cell cultures are shown with numbers, passages are further marked with:
preDOX — the original culture of each replicate, DOX — the passage during which the cell culture is treated with

doxorubicin, DOX+1 - indicates the passage after doxorubicin treatment, KONTR — control culture.
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3. REZULTATI

3.1. Pret doksorubicinu rezistentu MDA-MB-231 apakSpopulaciju selekcija péc

1slaicigas doksorubicina ekspozicijas

Eksperimenta biologisko replikatu A un B kultiiras tika sadalitas Cetras kulttras, tacu
kontaminacijas del nebija iesp&jams ieglt visas turpmakai eksperimenta gaitai nepiecieSamas
kulturas un veikt visas planotas analizes (4. att€ls). Ta ka divas no doksorubicina iedarbibai
paklautajam kultiram nebija iesp&jams izmantot, turpmaka kultiveéSana tika veikta ar vienu
tehnisko atkartojumu no katra biologiska atkartojuma. Abam 46. pasazas kontroles un DOX+1
pasazas replikata B kultiram nebija iesp&jams ieglt analizu rezultatus, tadel visu planoto
analizu rezultati kontroles un doksorubicina ietekmei paklauta kultura tika iegiiti un analizeti
replikatam A.

. ] .
Parsésana 12x Parsésana 12x

\ [ 5 [0 P,
D
reD|0 Génu ekspresija | Génu ekspresija
{45%/_’46}@/46?/46%?; [46%/46%/4\5%/46.\,
KONTR KONTR| [[DOX [ DOX | KONTR [KONTR [ DOX [ DOX |

Génu ekspresija a “a Geénu ekspresija

‘ A‘naITzes ‘ ‘ :nalizes ‘ ‘ Analizes ‘ | Analizes ‘
"DOX+1] DOX+]

g
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4. attels. Eksperimenta $iinu kultiiru un analizu parskats. Ar sarkanu atziméetas kultiiras un analizes, kuras
kontaminacijas dé] iegtit nebija iesp&jams.
Figure 4. Summary of experimental cell cultures and analyses. In red — the cultures and analyses that were

not obtained due to contamination.

3.2. Siinu morfologijas un proliferacijas atruma izmainas pec punktveida

apstrades ar doksorubicinu

Apstrades laika ar doksorubictnu un péc tas DOX pasazas kultiira tika noverots lielizméra
Stinu Tpatsvara pieaugums, kas ar doksorubicinu neapstradata MDA-MB-231 §tinu populacija

sastopamas neliela skaita (5. attéls).
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5. attéls. MDA-MB-231 $tnu morfologija pirms un péc apstrades ar 0,26 pM doksorubicinu (4.-6.

kultivésanas diena). Ar cipariem noraditas stundas pec doksorubicina ekspozicijas. Att€la palielinajums ir 200x,
meéroga nogriezna vertiba - 100 pm.

Figure 5. MDA-MB-231 cell morphology before and after treatment with 0,26 uM doxorubicin (cultivation
days 4 till 6). Numbers indicate the hours after doxorubicin treatment. Picture magnification is 200x, length of

scalebar - 100 um.

Palielinats Stinu izmérs tika novérots ari kultiru tripsinizéSana, skaitot Siinas ar
hemocitometru. Kultiirai péc doksorubicina ekspozicijas tika ieglits mazaks Stnu skaits, un to
dzivotspgja bija zemaka (~3 miljoni $iinu no T75 kultivésanas flakona; dzivotsp&ja adherentam
Sinam — 86,6 %), salidzinot ar doksorubicinam neekspon&tam MDA-MB-231 §tnu kultiram
lidziga konfluence, kur parasti iegiist vairak par 10 miljoniem adherentu §tinu ar dzivotsp&ju
aptuveni 90-95 %.

P&c doksorubicinam eksponétas kultiiras parséSanas DOX+1 pasaza tika noveroti secigi
augSanas posmi (skatit 4. pielikumu): Sinu izméra palielinaSanas un pakapeniska bojaeja
(pirmais posms), koloniju veidoSanas un populacijas atjaunosanas (otrais posms).

P&c subkultivésanas iegiita doksorubicina ekspoziciju pardzivojusi MDA-MB-231
apakspopulacija sastavgja galvenokart no lielizméra $Sinam, kam pirmajas kultivésanas dienas
pieauga izmérs un kas pakapeniski saka iet boja (6. attéls). Divu ned€lu laika Stinu konfluence
kultiira no sakotngjas (30-40 %) samazinajas lidz 5-10 %, un izteikti palielinajas Siinu un to
palieku daudzums barotn€ un uz flakona virsmas. P& pirmas un otras nedé€las laika adherenta
kultiiras dala galvenokart sastavéja no vakuoliz€tam un granularam $tinam, ka ar1 milzu $iinam
ar izmainitu morfologiju. Kulttira 10. diena tika konstatétas pirmas kolonijas, ko veidoja $tinas
ar atSkirigu morfologiju no iepriek§ X+1 kultiira novérotajam. Kolonija tika definéta ka maza

izméra adherentu Stinu grupa, kura ir vismaz 10 Stinas un kas atrodas atstatus no citam Siinu

grupam.
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6. attéls. Sanu morfologijas izmainas kultiiras A DOX+1 pasaza. Ar cipariem noradita kultivésanas diena.
Ar bultam atzimé@ti pusadherenti un adherenti $tinu un/vai to palieku agregati (violets), $iinas ar vairakiem
kodoliem (sarkans), pagarinati izaugumi (dzeltens), §tinas ar nepilnigas daliSanas vai sapliiSanas pazimém (zils),
jauna §tinu kolonija (zal§). Attela palielinajums ir 200x, m&roga nogriezna vertiba - 100 um.

Figure 6. Changes of cell morphology after doxorubicin exposure in culture A passage DOX+1. Numbers
indicate days of cultivation. Coloured arrows show diverse morphological characteristics: semiadherent and
floating agregates of cells and/or cell debris (purple), cells with more than one nucleus (red), cell projections
(yellow), cells with characteristics of incomplete mitosis or fusion (blue), new cell colony (green). Picture

magnification is 200x, length of scalebar - 100 um.

P&c otras nedélas koloniju skaits un izmérs palielinajas, un 16. diena DOX+1 kultiira bija
saskatamas 55 kolonijas (koloniju veidoSanas sp&ja — 0,011 %). Ta ka populacijas atjauno$anos
nodro$inaja koloniju augSana, $aja augSanas posma konfluenci ka augSanas parametru nevaréja

precizi noveértét. Populacijas atjaunosanas gaita kultiira izveidojas no ar doksorubicinu
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neapstradatas MDA-MB-231 $iinu linijas morfologiski at$kirigas $iinas un to kolonijas (7.

att€ls, skatit 4. un 5. pielikumu).

LRSS

7. attels. Stinu morfologija eksperimenta kultiras A DOX+1 pasazas otrd augSanas posma nosléguma.
Visvairak kultira bija novérojamas varpstveida (mezenhimala tipa) §tnu kolonijas (1), epitelidla tipa (2) $tnu
kolonijas un jaunas lielizméra §tnu (3). Kultivé$anas beigas joprojam bija sastopamas gan apalas un neregularas
formas (4), gan neironalas milzu §iinas. Att€la palielingjums ir 200x, méroga nogriezna vértiba - 100 pm.

7. attéls. Cells with different morphological characteristics in experimental culture A DOX+1 passage
during the end of second growth phase. Cells were mostly spindle-like (mesenchymal type; picture 1), also
epithelial cells (2) and giant cell colonies (3) were observed. In the end of cultivation, round, irregular (3) and

neuronal-type giant cells could still be observed. Picture magnification — 200x, length of scalebar — 100 um.

Ta ka izméginajuma kultirai DOX+1 pasaza tika novérota neadherentu S$tnu
akumul@Sanas suspensija, eksperimenta kulttirai DOX+1 pasaza katra barotnes nomainas reizé
tika veikta suspensijas $tinu skaitiSana (8. att€ls). Pirmaja aug$anas posma dzivo $tinu skaits
pakapeniski samazinajas un lielaka dala suspensijas §tinu bija mirusas, vislielako miruSo $tnu
skaitu konstatgjot pirmas nedelas beigas. Savukart otraja augSanas posma dzivo Siinu skaits

kluva lielaks Iidz sastadija 40,75 % no visam Stinam.
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8. attels. Suspensija esoSo dzivo un miruso §tnu skaita izmainas kultira A DOX+1 pasaza.

Figure 8. Live and dead cell number changes in suspension of culture A DOX+1 passage.

AugSanas parametru izmainu noveértéSanai DOX+1 pasaza tika veidotas augSanas liknes,
lai noteiktu populacijas dubultosanas laika (PDT) atskiribu, salidzinajuma ar kontroles kulttiru.
MetoZu optimizacijas sakuma tika veidotas augSanas liknes, kur 14 dienu garuma tika modeléts
pilns Stnu kultiiras augSanas cikls. Optimizgjot protokolu PDT aprékinasanai tika konstateéts,
ka augSanas liknes var veidot Iidzigi ka citotoksicitates testam. AugSanas Iiknes ar blivumu
1000-7000 stnam laucina tika veidotas izm&ginajuma kultiirai DOX pasaza, un $inu skaita
picaugums nebija noverojams (skatit 6. pielikumu), tadél PDT izmainu noteikSanai
eksperimenta tika izmantota DOX+1 pasaza. Analizei tika izsétas 1000-10000 Siinas laucina,
un PDT aprékinam abam kultiiram tika izmantoti otras un ceturtas fikséSanas dienas dati ar
blivumu 5000 $tnas laucina (9. attéls). Kontroles kulttiras PDT ir 27,73 + 0,36 h ir statistiski
butiski 1saks (p<0,001) neka DOX+1 (37,46 = 0,17 h).
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9. att€ls. AugSanas liknes kontroles (sarkans) un DOX+1 (zils) kultiram.
Figure 9. Growth curves of control (red) and DOX+1 (blue) cultures.

3.3.. MDA-MB-231 jutibas izmainas pret citotoksiskajiem savienojumiem péc

doksorubicina ekspozicijas

MDA-MB-231 §tnu jutiba pret citotoksiskajiem savienojumiem (doksorubicins (DOX),
vinblastins (VB), cisplatins (CIS), fluorouracils (FU)) tika noteikta ar citotoksicitates testu. Lai
visa testa garuma nodroSinatu Stinu augSanu eksponencialaja faz€, ar augSanas likném viena
atkartojuma tika modeleta MDA-MB-231 §iinu proliferacijas atruma atkariba no inokulacijas
blivuma (10. attéls). Pamatojoties uz eksperimenta rezultatiem, tika izveleti §adi testa
parametri: izs€Sanas blivums — 5000 Siinas laucina, parbaudama savienojuma pievienoSanas
laiks p&c izseSanas un ekspozicijas laiks — 48 h. Testu sérija tika izve€lets optimals parbaudamo
kimijterapijas medikamentu koncentraciju intervals, kura tiek noverotas Siinu augSanas
izmainas konkréta savienojuma ietekmé (DOX: 0,25 nM — 25 uM; VB: 0,25 nM - 17,5 uM;
CIS: 25 nM — 250 uM; FU: 0,25 uM — 5 mM).
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10. attéls. MDA-MB-231 proliferacijas atrums atkariba no inokulacijas blivuma. Stinas tika kultivétas 4
dienas un péc izsesanas fiksgtas ik pec 24 h. Stnu skaita izmainu noteik$anai izmantots SRB tests.

Figure 10. Cell proliferation dependency on inoculation density. Cells were cultivated for 4 days and fixed
every 24 hours after seeding. SRB assay was used for cell number assesment.

Eksperimenta §tinu jutiba pret kimijterapijas savienojumiem tika salidzinata A kulttras

DOX+1 pasaza ar kontroles kultiiru 46. pasaza (11. attéls, 8. tabula.).
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11. attels. MDA-MB-231 S§tnu jutiba pret doksorubicinu (DOX), cisplatinu (CIS), vinblastinu (VB),

fluorouracilu (FU) kontroles un DOX+1 kultaras. Ar zilu krasu — DOX+1 pasazas kultara, ar sarkanu — kontrole

46. pasaza. Visam model&tajam sakaribam automatiski aprékinata R?>0,95.
Figure 11. Sensitivity to chemotherapy compunds (doxorubicin (DOX), cisplatin (CIS), vinblastine (VB),

fluorouracil (FU)) of MDA-MB-231 cells after pointwise doxorubicin exposure. Blue indicates DOX+1 passage,

red — control culture in 46th passage. Automatically calculated R?for all simulated regressions is > 0,95.

Citotoksicitates testa GR50 un IC50 vértibas.

GR50 anc IC50 values of citotoxicity assay.

8. tabula.

Table 8.

N.p.k. | Savienojums | Raksturlielums KONTKRultﬁE%X 71 | ReiZu atkiriba
1. | DOX (nM) ?(?558 fég% 15f333i?380 222
2 | ASGM | aper | dses | tor
5| VBGM | ice | shss | 109 | 109
4, FU (uM) ?(?558 1%61’1;08 2362é,2912 gigg
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Péc iegiitajam GRS50 vértibam, péc doksorubicina ekspozicijas Stinam augstaka rezistence
(1,9 reizes) tika novérota tikai pret doksorubicinu, tadu pret pargjiem parbauditajiem
savienojumiem $iinu jutiba bija lielaka, salidzinot ar kontroli. Savukart IC50 vértibas uzrada,

ka DOX+1 rezistence pret visiem savienojumiem ir augstaka neka kontroles kultiiras $tinam.

3.4. ABC saimes genu transkriptomiskas ekspresijas [imena izmainas MDA-MB-231

Siinu linija péc punktveida apstrades ar doksorubicinu

Lai noteiktu, ka Stinu punktveida apstrade ar doksorubicinu ietekmé& ABC saimes génu
ekspresiju, A replikata $tnu kultira preDOX tika salidzinata ar DOX un DOX+1 kultaram (12.
attéls, 2. un 3. pielikums). 9 no 13 analizétajiem géniem konstatéta statistiski butiski
paaugstinata ekspresija viena vai abas kultiiras péc doksorubicina apstrades, 3 no 13 — statistiski
bitiski pazeminata ekspresija viena vai abas kulturas, salidzinot ar kontroles kultiiru preDOX,
savukart vienam génam (ABCC2) statistiski butiskas ekspresijas izmainas nebija konstatétas.
Kvantitativas reala laika PCR (qPCR) produkts tika vizualizets agarozes gela elektroforéze, un
ABCB1, ABCB5, ABCB6 un ABCG2 géniem bija novérojami vairaki atskiriga garuma produkti,
tadel] Sie géni ekspresijas analiz€ netika ieklauti.

ABCBZ =«
ABCB3  w#x=
ABCB4 =
ABCB7 ##
ABCB8 #x=
ABCB9 =+
ABCB10 =+
ABCC1
ABCC2
ABCC3 ww=
ABCC4
ABCCS ###
ABCC10
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DOX DOX+1

12. attels. ABC saimes génu ekspresijas ddCt vértibas eksperimenta kultiira A uzreiz péc doksorubicina
ekspozicijas (DOX) un nakamaja pasaza (DOX+1), salidzinot ar kontroles kultiru preDOX. Ar baltam
zvaigznitém atzimé&ts dCt vertibu atskiribu batiskums (p vertiba) DOX un DOX+1 kulttirai, salidzinot ar kontroles
kultiiru, bet ar melnam zvaigznitem — starp DOX un DOX+1 kultaram (* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).

Figure 12. Gene expression values ddCt of ABC family genes in experimental culture A after doxorubicin
exposure (DOX passage) and following passage (DOX+1), compared to control culture preDOX. White stars
indicate the statistical significance (p value) of dCt differences between either DOX or DOX+1 and control culture,
black stars — between DOX and DOX+1 cultures (* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).

Atkariba no génu ekspresijas atskiribam, salidzinot ar preDOX kulttiru, izSkiramas tris
génu grupas: viena grupa noverojama augstaka génu ekspresija DOX pasaza (ABCB2, ABCB3,
ABCBS8, ABCB9, ABCC)), otra — DOX+1 pasaza (ABCB10, ABCC1, ABCC3, ABCC10),

savukart Cetriem g€niem (ABCB4, ABCB7, ABCC2, ABCC4) statistiski butiskas ekspresijas
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atSkiribas nav vai ta ir biitiski zemaka viena vai abas kultiiras. Lielakajai dalai génu ekspresijas
atSkiribas dazadas kulturas ir statistiski biutiskas, tacu §is izmainas ir salidzino$i nelielas
(relativas ekspresijas limena reizu (RQ) vértibas, salidzinot ar kontroles kultiiru preDOX, ir

intervala no 0,422 (ABCB4 kultira DOX+1) lidz 1,914 (ABCCS5 kultira DOX)).

3.5. Cilmsiinibas izmainas MDA-MB-231 §Sanu linija péc punktveida apstrades ar

doksorubicinu

Véza cilmes $inam (VCS) raksturigo pazimju izmainu novértésanai MDA-MB-231
$inam péc doksorubicina ekspozicijas tika izmantotas divas analizu metodes: VCS génu
transkriptomiskas ekspresijas ltmena izmainu noteikSana un klonogenitates tests.

VCS génu ekspresija tika noteikta, izmantojot VCS markieru génus - CD24, CD44,
ALDH1A1L, ITGAG, ITGB1. Lai noteiktu, vai 1slaiciga doksorubicina ekspozicija ietekmé VCS
raksturigo génu ekspresijas izmainas $tnas, A kultiras DOX un DOX+1 pasazas tika
salidzinatas ar preDOX kulttiru 45. pasaza (13. attéls, skatit 2. un 3. pielikumu).

DOX pasaza konstatéta 3,00 reizes (RQ) augstaka CD24 transkriptomiska ekspresija, kas
p€c populacijas atjaunosanas DOX+1 pasaza bija butiski zemaka. DOX pasaza konstatéta 1,42
reizes augstaka CD44 ekspresija, kas, tapat ka CD24, nakamaja pasaza ir relativi zema. DOX
un DOX+1 pasazu kultiram ITGAG6 un ITGB1 ekspresija ir zemaka, salidzinot ar kontroles
kultaru preDOX. Gandriz visu uzskaitito génu ekspresijas ITmenis DOX+1 pasaza, salidzinot
ar preDOX kulttru, ir statistiski butiski atSkirigs, tomér atSkiribas ir nelielas. No visiem
eksperimenta ieklautajiem VCS markieru géniem visvairak ekspreséts bija ALDH1A1 — géna
ekspresija preDOX kultiira nebija novérojama, tacu loti augsta ekspresija tika konstatéta abas

kulturas péc apstrades ar doksorubicinu.
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13. attels. VCS markieru génu ekspresijas ddCt vértibas eksperimenta kultiras A DOX un DOX+1 pasazas,
salidzinot ar kontroles kulttiru preDOX. Ar baltam zvaigznitém noradits dCt vertibu atskiribu batiskums (p vértiba)
DOX un DOX+1 kulturai, salidzinot ar kontroles kultiiru, bet ar melnam zvaigzniteém — starp DOX un DOX+1
kultdram (* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
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Figure 13. Gene expression values ddCt of CSC marker genes in experimental culture A DOX and DOX+1
passages, compared to control culture preDOX. White stars show the statistical significance (p value) of dCt
differences between either DOX or DOX+1 and control culture, black stars — between DOX and DOX+1 cultures
(* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).

Stinu koloniju veidoanas sp&jas novértésanai eksperimenta tika veikts klonogenitates
tests. Lai gan darba gaita tests tika optimizets gan 24 laucinu plates formatam (izs€j vairakas
Stinas laucina), gan 96 laucinu plates formatam (viena $iina laucina), praktisku aspektu dél
eksperimenta tika veikts 24 laucinu plat€s. [zméginajumu sérija tika noskaidrots, ka MDA-MB-
231 Sunu linijai 20 $iinu izs€Sana lauj visprecizak noteikt koloniju skaitu pret izséto Siinu skaitu
péc 11 dienam. Sanu koloniju veido$anas sp&ja tika izteikta ka procentuala koloniju un laucina
1zs€to Stnu attieciba.

Klonogenitates testa rezultati tika iegtiti un salidzinati A replikata kontroles un DOX+1
kultiram. Kultira uzreiz pec doksorubicina ekspozicijas netika analiz€ta ar So metodi, jo
izm&ginajuma kultdrai pec apstrades ar doksorubicinu DOX pasaza neviena no 1200 izsétajam

Stinam neizveidoja koloniju izmainitas Siinu augSanas del.
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14. att€ls. Koloniju veidoSanas sp&jas salidzinajums A kontroles kultiirai 46. pasaza un DOX+1 pasaza

péc doksorubictna punktveida ekspozicijas.

Figure 14. Comparison of colony formation ability in replicate A control culture in 46th passage and
DOX+1 passage after doxorubicin pointwise exposure.

Eksperimenta kultaras DOX+1 pasazas stinam tika konstatéta statistiski batiski (p<0,001)

augstaka koloniju veidoSanas sp&ja (48,8 = 12,0 %), salidzinot ar kontroles kultiiru (30,8 + 9,5
%) (14. attels).
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4. DISKUSIJA

4.1. Pret doksorubicinu rezistentu MDA-MB-231 apakSpopulaciju selekcija ar

punktveida ekspoziciju

Kimijterapijas rezistences pétijumos standarta pieeja ir $iinu kultiru modeli in vitro. Stinu
Iiniju petijumos gan tiek eksperimentali noteikta Stinu atbilde uz kimijterapijas savienojumu
iedarbibu, gan Sunas vairakkart tiek eksponétas savienojumam, maksligi veicinot iegiitas
rezistences veido$anos savienojuma ietekmé& (Niepel et al., 2017, McDermott et al., 2014).
Kliiski nozimiga $iinu apakSpopulaciju atlas€ un Iiniju veido$ana Stinas tiek ekspongétas relativi
zemam savienojuma koncentracijam punktveida un periodiski, imit&jot kimijterapijas kursu
(McDermott et al., 2014).

Eksperimenta rezistentu $iinu iegiSanai péc punktveida doksorubicina ekspozicijas $iinas
tika planots apstradat ar doksorubictnu klniski nozimiga koncentracija. Tomer devas, véza tips,
pacientu vecums, dzimums, ka arT plazma eso$as medikamenta koncentracijas noteikSanas
metodes atskiras, tade] literattira aprakstitas atSkirigas maksimalas un minimalas koncentracijas
plazma un koncentracijas samazinasanas tendences. (Barpe et al., 2010, Hempel et al., 2002,
Krischke et al., 2016). Zinams arT, ka doksorubicina kimiskas modifikacijas atSkiras dazadas
vidés (Pavlik et al., 1984, Janssen et al., 1985), tadel kultivéSanas barotné un organisma
doksorubicina stabilitate atSkiras un ir sarezgiti salidzinama. Tadgl eksperimenta apstradei ar
doksorubicinu tika izmantota izmé&ginajuma eksperimenta noteikta IC50 vértiba
doksorubicinam neeksponétam MDA-MB-231 §tnam. Lai Stnu apstradi ar doksorubicinu
veiktu péc iesp€jas tuvak kliniskajai situacijai, eksperimenta dizaina uzlaboSanai butu
nepiecieSams noteikt doksorubicina kimisko modifikaciju parametrus A10- barotné un iegiito
informaciju izmantot doksorubicina koncentracijas izmainu modeléSanai Iidzigi ka cilveka
organisma.

Audu un Stinu kulttras mikroorganismu kontaminacija ir probléma, kuras dé| var tikt
zaudeétas ne vien atseviSkas kultliras, bet pat vairaki eksperimenti. Mikroorganismu
kontaminaciju §inu kultiiras var veidot baktérijas, mikoplazma, raugi un sénes. Stinu kultiiru
kontaminacijas riska samazinasanai standartizéti veic vairakas procediras: ievéro aseptiskus
darba apstaklus, Stinu linijas iegist no sertific€tam Stinu bankam vai izplatitajiem, Siinas vismaz
dalu no kultivésanas laika kultivé bez antibiotikam, regulari veic mikoplazmu un virusu
parbaudi $tinu kultiiras (Freshney, 2010).

Saja eksperimenta $Gnu kultiru barotné ka piedevas tika izmantots penicilina un
streptomicina $kidums, ka arT B-amfotericins. Doksorubicina apstrades laika $tnu kulttras, ka

ar1 visu analizu laika daudzlaucinu platés Siinas tika kultivétas bez §1m piedevam. Lai gan visa
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darba izstrades laika Siinu kultivéSanas procediiras bija nemainigas un metozu optimizacijas
gaita vairak neka 10 izméginajumu eksperimentos $iinas daudzlaucinu platés veiksmigi tika
kultivétas bez antimikrobialam piedevam, lielaka dala eksperimenta analizu un Stinu kulttru
kontaminacijas deél tika likvidetas. Analizém tika izs€tas tikai Stnu kultiiras, kuras
kontaminacija netika novérota. Savukart kontaminétas kultiiras, analizes, ka art Skidumi un to
alikvotas, kas tika izmantotas darba ar tam, uzreiz tika utilizéti. P& kontaminacijas
konstatéSanas inkubatora, tidens sildvanna un autoklava tika nomainits tidens, ar 70 % etanolu
un UV tika dezinfic@ts laminars un $tinu kultivéSanas bokss.

Darba izstrades gaita konstatéto kontaminaciju dinamika liecina, ka kontaminaciju
veidojusas pret izmantotajam antimikrobialajam piedevam rezistentas baktgrijas, jo, lai gan
kultiira tas netika noverotas, kontaminacija tika konstatéta visas no vienas $adas kultiiras
izsétajas analizés. Stinas turpmak vajadzétu kultivét barotné bez antibakterialam un
antifungalam piedevam, un nepiecieSamibas gadijuma izmantot antimikrobialas piedevas, kam
darbibas mehanisms atskiras no ieprieks izmantotajam.

Lai gan eksperimenta no planotajiem diviem biologiskajiem atkartojumiem divos
tehniskajos replikatos tikai viena tehniskaja atkartojuma izdevas iegiit visas nepiecieSamas
kultiras un analizes, darba ir iegiita pret doksorubicinu rezistanta MDA-MB-231 Sinu

apakspopulacija.

4.2. Stiinu morfologijas un proliferacijas atruma izmainas péc punktveida

apstrades ar doksorubicinu

Literattira min&ti noveérojumi, kur MDA-MB-231 un citas TP53 mutantas $iinu linijas
spontani veidojas milzu S§tnas ar palielinatu genétiska materiala daudzumu. P&d&jos gados
arvien vairak tiek aprakstita audz&jos un véZa Siinu Iinijas sastopamo poliploido milzu Stinu
skaita palielinasanas péc Kimijterapijas savienojumu iedarbibas (Mirzayans et al., 2018).
Citotoksisku kimijterapijas savienojumu iedarbibas raditajiem bojajumiem Stnas vajadzetu
inducet bojaeju, tacu Stinas var tikt ieslégtas adaptivas atbildes, kas lauj dalai véZa Stinu izdzivot
stresa ietekmé (Holohan et al., 2013). Saja eksperimenta doksorubicina ekspozicijas un kultiiras
parséSanas gaita tika noverots palielinats MDA-MB-231 §tnu izmérs, un atseviskam $iinam
bija noveérojami vairaki kodoli vai viens palielinats kodols.

Milzu §tinam dazados pétifjumos ir identificétas VCS ipasibas — léna dalidanas vai
daliSanas nenotiek, augSanas apstasanas stresa ietekmé, sp&ja no jauna uzsakt daliSanas ciklu
(Weihua et al., 2011). Papildus to izdalitajiem augSanas faktoriem, milzu S$tnas veicina
cilmsiinibas veido$anos, amitotiski daloties un veidojot jaunas $iinas ar VCS ipasibam dazadu
mehanismu cela — pumpuroSanas vai parspragsana, depoliploidizacija, horizontala genomiska
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materidla parnese uz citdm Siinam. Milzu Siinu daliSanos sauc par neijozi, un $o Siinu
pasSatjaunoSanas spéja tiek nodrosinata endoreduplikacijas cela (defektivas citokingézes del)
un/vai sapliiSanas cela, veidojot jaunas, neliela izméra diploidas Stinas ar sp&u mitotiski
dalities. Milzu $inu veidotajam péctetu §Gnam ir raksturigas VCS pazimes, tai skaita VCS
markieru génu ekspresija, un ar1 spgja cilmsiinibas 1pasibas nodot citam S§tinam, izmantojot
citoplazmas savienojumus (Mirzayans et al., 2018). Milzu §tinam p&tijumos aprakstitas ipasibas
ir agresivitate, paaugstinata rezistence (dazados véza tipos konstatéta zemaka jutiba pret
citotoksiskiem savienojumiem, tai skaita doksorubicinu), koloniju un metastazu veidoSanas
sp&ja, ka arT sp&ja no vienas milzu §tinas izveidot jaunu audz&ju modelorganismos (Weihua et
al., 2011; Mirzayans et al., 2018). Literatiira ir min&ta hipotézeka $tinas, kas sp&j kltt par milzu
§inam ar vairakiem kodoliem, ir VCS vai VCS lidziga fenotipa $inas (Weihua et al., 2011).

Eksperimenta novérota aug$anas dinamika DOX+1 pasaza ir lidziga citiem gan in vitro,
gan in vivo pétijjumiem, kur véza $nas vai audzgjs paklauts kimijterapijas savienojuma vai
jonizgjosas radiacijas ietekmei (Mirzayans et al., 2018). Piem&ram, pé&tijuma, kur TP53
mutantas dzemdes kakla véza un limfomas Stinu Iinijas tika paklautas radiacijai, tika konstatgts,
ka $tinu poliploidija p&c apstrades katru dienu pieaug un ka rezultata tikai ~2% milzu poliploido
§tnu spgj izvairties no bojaejas un atjaunot $tinu populaciju (Erenpreisa et al., 2008). Darba
noverotas sakaribas ir lidzigas, jo pirmaja DOX+1 kultiras augSanas posma $tinu izmérs
palielinajas, un paraléli pakapeniski notika Stnu bojaeja. Otras nedélas laika no doksorubicina
ekspoziciju parcietuSsajam milzu §tinam saka veidoties nelielu $tinu kolonijas, un tikai 0,011%
no visam flakona izsétajam §tinam spé&ja veidot kolonijas lidz 16. dienai.

Populacijas atjaunoSanos veidoja Stinu koloniju augS8ana. DOX+1 pasazas otra augSanas
posma nosléguma kultiira bija noveérojamas fenotipiski atskirigas Stinas un to kolonijas, tai
skaita mezenhimala tipa Stinas. DOX+1 pasazas Stinam tika konstat&ta statistiski butiski zemaks
populacijas dubultosanas laiks (PDT). Sos novérojumus iesp&jams skaidrot ar literatira
aprakstito milzu poliploido S§tinu pécteCu sp€u diferencéties un veidot no sakotngjas
morfologijas $tinam atskirigas $tinas, tai skaitd mezenhimala tipa (Zhang et al., 2013). Vairakos
pétijumos noradita poliploido Siinu sp&ja veicinat epiteliali mezenhimalo pareju, kam ir nozime

metastazu un rezistences veidosana (Mirzayans et al., 2018).

4.3. MDA-MB-231 jutibas izmainas pret kimijterapijas savienojumiem péc

doksorubicina ekspozicijas

Stnu jutibas noteik$anai pret kimijterapijas savienojumiem tiek izmantoti §iinu augganas
testi (pieméram, dzivotsp&jas un klonogenitates), kuru ietvaros Siinas tiek apstradatas ar
savienojumu dazadas koncentracijas un tiek veidota devas un dzivotspgjas likne (Mckenna et
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al., 2017; McDermott et al., 2014). Vairaku rezistences veido$anas mehanismu cela var
veidoties multirezistence (Dean et al., 2001), un tas konstatéSanai $tinu jutibu parbauda pret
vairakiem kimijterapijas savienojumiem.

Eksperimenta p&c doksorubicina punktveida ekspozicijas MDA-MB-231 sinam DOX+1
pasaza tika parbauditas jutibas izmainas pret dazadiem Kkimijterapija pielietotiem
savienojumiem, salidzinot ar kontroles kulttiru. Papildus doksorubicinam (DOX) tika izmantoti
citotoksiski savienojumi ar atSkirigiem darbibas mehanismiem: vinblastins (VB) saistoties ar
tubulinu, depolimerizé mikrocaurulites un inhibé $tnu daliSanos mitozé (Gottesman et al.,
2001); ciplatins (CIS) —saistas ar DNS purina bazém, inhib&jot DNS reparaciju un izraisot DNS
bojajumus (Shaloam & Tchounwou, 2015); 5-fluorouracils (FU) — nukleotidu analogs, kas gan
inhib€ timidilata sintetazi, gan DNS un RNS sintézi, t.i., replikaciju un transkripciju (Hu et al.,
2018). Visi darba izmantotie kimijterapijas savienojumi ir ar multirezistenci saistito ABC
transportproteinu substrati (Gottesman et al., 2001).

P&tijuma noteiktad GR50 vertiba norada parbaudama savienojuma koncentraciju, pie kuras
Stnu augSanas atrums tiek inhib&ts par 50 %, un ta ir normaliz&ta — §tinu dali$anas reizu skaitam
un izs€Sanas blivumam nav ietekmes uz $o parametru (Hafner et al., 2016, 2017). Iegtitas GR50
vertibas liecina, ka augstaka rezistence veidojusies tikai pret doksorubicinu.

MDA-MB-231 sunu Imnija literatiira tiek aprakstita ka relativi rezistenta pret
doksorubicina ietekmi (Kibria et al., 2014). Paaugstinatas rezistences veidoSanos pret
doksorubicinu iesp&jams skaidrot ar konkrétajiem stresa apstakliem piemérotako $iinu atlasi,
kuru pecnacgjiem, iesp&jams, notikusas genétiskas un/vai epigenétiskas izmainas efektivakai
rezistences nodroSinasanai. Ta ka rezistence pret citiem parbauditajiem savienojumiem nav
konstateta, var spriest, ka populacijas atjaunoSanas laika no doksorubicina rezistentajam Sinam
veidojusies populacija, kas rezistences nodroSinasanai izmanto doksorubicinam specifisku
mehanismu vai to kombinaciju. Tomeér, ta ka papildus doksorubicinam tika parbauditi tikai tris
Kimijterapijas savienojumi, ir sarezgiti spriest par iespgjamajiem rezistences veidoSanas
mehanismiem eksperimenta kultira, tadeé] biitu nepiecieSams S$iinu jutibas izmainas péc
doksorubicina ekspozicijas novertét plasakam savienojumu panelim.

IC50 ir savienojuma koncentracija, pie kuras §iinu daliSanas atrums ir samazinats par 50
%, bet kas nav normalizéta péc $inu blivuma un dali§anas atruma. Saja eksperimenta péc
apstrades ar doksorubicinu IC50 vértibas noradija uz paaugstinatu rezistenci pret visiem
parbauditajiem kimijterapijas savienojumiem. IC50 vertiba tiek plasi izmantota citotoksisku
savienojumu ietekmes novértéSanai uz Stnam, tatu IC50 vértibas eksperimentali ir griiti
reproducéjamas (Hafner et al., 2017). Stinam ar ilgaku dali$anas laiku matematiski IC50 vértiba
ir lielaka. Stinu dalianas laiks ir at$kirigs gan dazadu organu un audu §inam, gan $inam stresa
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faktoru ietekmé. Saja eksperimenta §inam péc apstrades ar doksorubicinu DOX+1 pasaza
populacijas dubultosanas laiks (PDT) bija ilgaks neka kontroles kultiirai (attiecigi 37,46 += 0,17
h un 27,73 £ 0,36 h), tadel iesp&ams, ka IC50 vertibas neliecina par multirezistences
veidoSanos doksorubicina punktveida apstradi pardzivojusa MDA-MB-231 apakSpopulacija
péc populacijas atjaunoSanas. Ta ka R programmas pakotné GRmetrics nav iesp&jams iegt
IC50 un GR50 vértibu statistiska biitiskuma raditajus, nepiecieSams veikt papildus aprékinus
jutibas izmainu novertésanai.

GR50 aprékina metodes autori uzskatami paradijusi IC50 vértibas nepilnibas, analizgjot
datus no lielapjoma $tinu liniju un kimijterapijas savienojumu datu bazes (Genentech Cell Line
Screening Initiave gCSI) un pieradot, ka korelacija starp jutibu pret savienojumu un $tnu
dalisanas laiku ir statistiski butiska (p<0,001) (Hafner et al., 2016, 2017). IC50 vértiba gadu
gaita plasi ir pielietota rezistences un multirezistences p&tijumos, tadel petijjumu, kuru dizaina
nav nemts vera Sis aspekts un/vai kuros pielietoto Stinu jutibas noteik$anas metozu protokoli
nav skaidri aprakstiti, rezultati varétu but apSaubami. Tacu, ta ka gan GR50, gan IC50 aprékina
modelt tiek pienemts, ka Stinu augSanas parametri testa norises laika ir nemainigi, $ads Stnu
jutibas noteikSanas veids ir nepilnigs (Mckenna et al., 2017).

Saja eksperimenta citotoksicitates testa ietvaros $iinu skaita netieSai noteik3anai
izmantots B-sulforodamina (SRB) tests. SRB saistas ar $tinu proteiniem, un attiecigi saistitais
krasojums ir proporcionals Stinu skaitam, ja Stinu izmérs kultiira nemainas. Citotoksicitates tests
tika veikts DOX+1 kulttrai, kura $tinu morfologija ne vien atskiras no kontroles, bet ari
populacijas ietvaros, tadé] SRB testa kalibréSana lautu precizak noteikt $tinu jutibas izmainas
DOX+1 kultira. Eksperimenta péc 0,26 uM doksorubicina pievienoSanas DOX kulttira bija
noveérojams, ka 48 h laika izteikti palielinas Stinu izmérs, bet dzivo Siinu skaits samazinas. Katra
audzgja Stna un/vai apakSpopulacija péc iedarbibas ar kimijterapijas savienojumu var veidot
atskirigu atbildi (Leggett et al., 2017), tadél $tnu izméra izmainas atSkirigu medikamentu
klatbiitng dazadas koncentracijas nav prognozgjamas. ST iemesla dél biitu nepieciesams $tnu

skaita noteikSanai citotoksicitates testa izmantot citu metodi, piemeram, pliismas citometriju.

4.4. ABC saimes genu transkriptomiskas ekspresijas Ilmena izmainas pec

doksorubicina ekspozicijas

P&tijumos izmantoto kriits v€za Stnu liniju vidu konstatéta augsta ABC génu ekspresijas
heterogenitate gan mRNS, gan proteinu [imeni. Petjjumos plasi aprakstita art ABC saimes génu
ekspresijas paaugstinasanas péc kimijterapijas savienojumu ekspozicijas (Saxena et al., 2011).

Lai noteiktu, ka ABC transportproteinu transkriptomiska ekspresija mainas MDA-MB-231
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Stinas péc doksorubicina ekspozicijas, tika izmantots ABC saimes génu panelis, kam ieprieks
literattira aprakstita saistiba ar kimijterapijas savienojumu rezistenci un multirezistenci.

Ekspresijas izmainas darba nebija iesp&jams noteikt ¢etriem géniem — ABCB1, ABCBS5,
ABCB6 un ABCG2 —, jo Siem géniem qPCR analiz€ veidojas vairaki dazada garuma produkti.
Ir nepieciesams optimizét qPCR reakcijas apstaklus So génu ekspresijas noteiksanai.

Geénu ekspresijas analizes rezultatos bija izSkiramas tris génu grupas — géni ar augstaku
ekspresiju DOX pasaza, géni ar augstaku ekspresiju DOX+1 pasaza, ka arT géni, kuriem
statistiski biitiskas ekspresijas izmainas netika konstatétas vai ekspresija viena vai abas pasazas
péc apstrades ar doksorubicinu bija zemaka, salidzinot ar kontroli. Sada iedalfjuma veido$anas
liecina par dazadu ABC transportproteinu atSkirigo nozimi rezistences veidosana un uzturéSana
pret doksorubicinu.

Saxena et. al. veikta p&tijuma tika noteikta MDA-MB-231 un citu kriits véza $tnu Iiniju
ABC transportproteinu ekspresija un aprakstita vairaku transportproteinu ekspresija $aja Stinu
liija — ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCC10 un citi (Saxena et al., 2011).
Visiem min&tajiem géniem arT $aja darba tika konstatéta paaugstinata ekspresija DOX un/vai
DOX+1 pasazas, iznemot ABCC2 un ABCC4, kuriem ekspresijas limena izmainas, salidzinot
ar kontroli, netika konstatétas. Saxena et al. pétijjuma $inas tika paklautas doksorubicina
ietekmei, un génu ekspresijas paaugstinasanas tika noverota gan transportproteiniem, kuru
ekspresija ieprieks nebija noverojama, gan transportprotetniem, kas jau sakotngji bija ekspreséti
Sajas Sunas. Interesanti, ka minétaja petijuma, tapat ka Saja eksperimenta, pec doksorubicina
ekspozicijas tika konstatéta lai gan statistiski nebitiski, tomér zemaka ABCC2 un ABCC4 génu
ekspresija. Literattira ir aprakstita ABCC2 spgja transportét doksorubicinu, ta¢u ABCC4
doksorubicins nav viens no ta substratiem (Dean, 2009).

No visu ABC transportproteinu géniem atskirigi bija divi — ABCB4 un ABCB7, kuriem
statistiski butiski zemaka ekspresija tika konstatéta abas pasazas peéc doksorubicina
ekspozicijas. Kolorektala véza $tnu linija tika pieradita samazinatas ABCB4 ekspresijas
saistiba ar rezistences veidoSanu pret 5-fluorouracilu (FU) un izvairiSanos no apoptozes (Hu et
al., 2018). ABCB7, tapat ka ABCB8 un ABCB10 ir mitohodrijos lokalizéti ABC
transportproteini, tadel var spriest, ka, iesp&ams, citu ABC transportproteinu ekspresijas
paaugstinasanas kompense vai aizstaj citu (Wang et al., 2011).

Transkriptomiskas ekspresijas izmainas tikai dal€ji lauj spriest par attiecigo sintezeta
proteina daudzumu, tadeél papildus mRNS ekspresijas Iimena notiekSanai nepiecieSama
proteomikas analize (Smith, 2006). Lai noteiktu, vai ABC transportproteinu ekspresijas
izmainas veidojas pastiprinatas génu ekspresijas vai amplifikacijas rezultata, biitu nepiecieSams
eksperimenta ieklaut arT parbaudamo génu kopiju skaita noteikSanu.
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4.5. CilmSiinibas izmainas MDA-MB-231 §Sanu linija péc apstrades ar

doksorubicinu

VCS raksturigo Tpasibu pret doksorubicinu rezistenta apak§populacija raksturoanai tika
veikta vairaku ar VCS saistitu transkriptomiskas génu ekspresijas noteik$ana.

CD44+/CD24- fenotips ir viens no visplagak pétitajiem VCS markieriem kriits véza
petijumos, un $ada fenotipa Sinam raksturota audz&ja un metastazu veidosanas sp¢ja, ka ari
nelabvéligs arstéSanas iznakums (Deng et al., 2017; Sheridan et al., 2006). MDA-MB-231,
salidzinot ar citam triskar§i negativam S$inu Ilmijam, Siinu populaciju veido galvenokart
CD44+/CD24- fenotipa $itinas un tas ir relativi rezistentas pret doksorubicinu un citiem
antracikliniem (Deng et al., 2017). Eksperimenta DOX pasaza tika novérota paaugstinata
ekspresija gan CD24 (3,00 reizes), gan CD44 (1,42 reizes), kas DOX+1 pasaza bija zemaka un
tuva sakotngjai. Aizkunga dziedzera duktalas adenokarcinomas Stnu linija ir paradits, ka
radiacijas ietekmé apoptoze mazak ietekmé tie§si CD44+/CD24+ fenotipa $iinas. Sadam
fenotipam p&c radiacijas apstrades S$tinas atrodas galvenokart GO/G1 fazes un tam raksturiga
zemaka skabekla radikalu iekssiinas koncentracija (Wang et al., 2017). Tadél varétu but
iesp&jams, ka $ads fenotips rezistentam Siinam raksturigs péc kimijterapijas un staru terapijas
apstrades un ka, iespgjams, CD44+/CD24- fenotips ne vienmér liecina par VCS fenotipu.
Tomer butu nepiecieSams ekspresijas datus kvantitét, aprékinot mRNS kopiju skaitu, lai
objektivak varetu novertet So génu ekspresijas izmainas attieciba pret kontroles kulttru.

ITGA6 un ITGB1 ir integrinu grupas géni un VCS raksturojosi markieri. Abu génu
paaugstinata ekspresija literatiira tiek saistita ar cilmes §inu un VCS fenotipu, ka ari invazivitati
un metastazém (Brooks et al., 2016; Kim & Ryu, 2017). ITGA6+/ITGB1+/CD24+ $inam
pieradita sp&ja izveidot audz&ju in vivo modeli (Vassilopoulos et al., 2013). Eksperimenta péc
doksorubicina ekspozicijas tika novérota zemaka abu génu transkriptomiska ekspresija, kas
DOX+1 pasaza bija tuvaka sakotn&jam ekspresijas [imenim.

ALDH1A1 tiek plasi pielietots VCS atpazisana un raksturosana. ALDH1A1 ir raksturota
nozimiga loma kimijrezistences nodroSinasana, un tas ekspresijas Iimenis korel€ ar arstéSanas
prognozi (El-Badawy et al., 2017). Augsta ALDH1A1 ekspresija un embrionalas cilmes $tinu
markieru ekspresija novérota pret paklitakselu rezistenta MDA-MB-231 s§tinu linija (Liu et al.,
2013). Literatira aprakstita no CD44+/CD24- atskirigas ALDH1AL ekspresijas izmainas
dazadas triskarsi negativa kriits véza $tnu linijas (Deng et al., 2017). Eksperimenta kontroles
MDA-MB-231 8unas netika novérota ALDH1AL ekspresija, tacu DOX un DOX+1 §1 géna
ekspresija bija visaugstaka no visiem eksperimenta parbauditajiem géniem. Tas varétu liecinat

par iesp&jamu VCS atbilstosa fenotipa §tinu Ipatsvara palielinasanos.
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VCS raksturiga spgja atjaunot populaciju péc lielakas populacijas dalas bojaejas
doksorubicina ietekmé eksperimenta tika novérota DOX+1 kulttra, kur populaciju atjaunosanu
nodros$ingja relativi neliels $tinu skaits (Weihua et al., 2011). DOX+1 pasazas kultivéSanas gaita
bija novérojama neadherentu Stinu sakopojumu veidosanas, kas vizuali bija I1idzigi vairakos
pétijumos aprakstitajiem un attélotajiem VCS un/vai tam lidzigu $tinu sakopojumiem
mammosferu testos (El-Badawy et al., 2017; Jia et al., 2015), ka arT sakrita ar suspensija
novéroto dzivo Stnu skaita izmainu dinamiku. Klonogenitates testa konstateta statistiski baitiski
paaugstinata koloniju veidoSanas sp&a DOX+1 pasazas kulturai (48,8 + 12,0 %), salidzinot ar
kontroli (30,8 £ 9,5 %), sakrit ar citos p&tijumos atspoguloto informaciju par milzu §tinu pécte¢u
$inam, kam piemit VCS Ipasibas un paaugstinata koloniju veido$anas sp&ja (Weihua et al.,
2011). Génu transkriptomiskas ekspresijas izmainas, citu analizu rezultati un noveérojumi
liecina, ka MDA-MB-231 §tnu kultiira péc punktveida apstrades ar doksorubicinu veidojas

$tinas ar VCS lidzigam Tpasibam.
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SECINAJUMI

1. Pe&c apstrades ar doksorubicinu iegiita heterogéna MDA-MB-231 Siinu kultiira
ar samazinatu jutibu pret doksorubicinu.

2. Jutibas pret doksorubicinu samazinasanas, iesp&jams, saistita ar paaugstinatu
ABC saimes transportproteinu kodgjoso génu ABCB8, ABCB9, ABCB10, ABCC1, ABCC3,
ABCC10 ekspresiju.

3. Lai arf dazi no véZza cilmes S$inu raksturojoSiem markiergéniem ir ar
paaugstinatu ekspresiju Stinas péc apstrades ar doksorubicinu, ir griti apgalvot, ka
populacija palielinajies véza cilmes Stinu Tpatsvars.

4. MDA-MB-231 sinas, kas izdzivojuSas péc apstrades ar doksorubicinu, ir ar
augstaku populacijas atjaunosanas un koloniju veidoSanas sp&ju, kas varétu liecinat par
saistibu starp rezistences veido$anos un agresivaku un dzivotspgjigaku Stnu populaciju

selekciju.

57



PATEICIBAS

Darba autore izsaka pateicibu darba vaditagjam Dipl. pharm. Valdim Pirsko un
konsultantei Dr. biol. Inesei Cakstinai, RSU Onkologijas institiita direktoram Prof. Dr. biol.
Edvinam Miklasevicam, Molekularas gengtikas laboratorijas vaditajai Assoc. prof. Dr. med.
Zandai Danebergai un laboratorijas kolektivam, ka ari Msc. chem. Karlim Pleiko un Dr. habil.

med. Jekaterinai Erenpreisai.

58



LITERATURAS SARAKSTS

1. Abuhammad, S., & Zihlif, M. (2013). Genomics Gene expression alterations in
doxorubicin resistant MCF7 breast cancer cell line. Genomics, 101(4), 213-220.

2. Achuthan, S., Santhoshkumar, T. R., Prabhakar, J., Nair, S. A., & Pillai, M. R. (2011).
Drug-induced senescence generates chemoresistant stemlike cells with low reactive oxygen
species. Journal of Biological Chemistry, 286(43), 37813-37829.

3. Alfarouk, K. O., Stock, C. M., Taylor, S., Walsh, M., Muddathir, A. K., Verduzco, D.,
... Rauch, C. (2015). Resistance to cancer chemotherapy: Failure in drug response from ADME
to P-gp. Cancer Cell International, 15(1), 1-13.

4. Arcamone, F., Cassinelli, G., Faktini, G., Grein, A., Orezzi, P., Pol, C., & Spalla, C.
(1969). Antitumor Antibiotic from, X1, 1101-1110.

5. Ayob, A. Z., & Ramasamy, T. S. (2018). Cancer stem cells as key drivers of tumour
progression. Journal of Biomedical Science, 25(1), 1-18.

6. Barpe, D. R., Rosa, D. D., & Froehlich, P. E. (2010). Pharmacokinetic evaluation of
doxorubicin plasma levels in normal and overweight patients with breast cancer and simulation
of dose adjustment by different indexes of body mass. European Journal of Pharmaceutical
Sciences, 41(3-4), 458-463.

7. Begicevic, R.-R., & Falasca, M. (2017). ABC Transporters in Cancer Stem Cells:
Beyond Chemoresistance. International Journal of Molecular Sciences, 18(11), 2362.

8. Bjerkvig, R., Tysnes, B. B., Aboody, K. S., & Najbauer, J. (2005). current controversies
and new insights, 5(November), 899-904.

9. Brooks, D. L. P., Schwab, L. P., Krutilina, R., Parke, D. N., Sethuraman, A.,
Hoogewijs, D., ... Seagroves, T. N. (2016). ITGAG6 is directly regulated by hypoxia- inducible
factors and enriches for cancer stem cell activity and invasion in metastatic breast cancer
models. Molecular Cancer, 1-19.

10. Chavez, J. K., Garimella, V. S., & Lipkowitz, S. (2012). Triple Negative Breast
Cancer Cell Lines: One Tool in the Search for Better Treatment of Triple Negative Breast
Cancer. Breast Dis, 32, 35-48.

11. Cox, J.,, & Weinman, S. (2016). Mechanisms of doxorubicin resistance in
hepatocellular carcinoma, 3(1), 57-59.

12. Dean, M. (2009). ABC transporters, drug resistance, and cancer stem cells. Journal
of Mammary Gland Biology and Neoplasia, 14(1), 3-9.

13. Dean, M., Fojo, T., & Bates, S. (2005). Tumour stem cells and drug resistance. Nature
Reviews Cancer, 5(4), 275-284.

59



14. Dean, M., Hamon, Y., & Chimini, G. (2001). The Human ATP-Binding Cassette
transporter superfamily. Journal of Lipid Research, 42(Md), 1007-1017.

15. Deng, X., Apple, S., Zhao, H., Song, J., Lee, M., Luo, W., ... Chang, H. R. (2017).
CD24 Expression and differential resistance to chemotherapy in triple-negative breast cancer,
8(24), 38294-38308.

16. Doyle, A. L., Yang, W., Abruzzo, L. V., Krogmann, T., Gao, Y., Rishi, A. K., & Ross,
D. D. (1998). A multidrug resistance transporter from human MCF-7 breast cancer cells,
95(December), 15665-15670.

17. Duru, N., Candas, D., Jiang, G., & Li, J. J. (2014). Breast cancer adaptive resistance:
HER2 and cancer stem cell repopulation in a heterogeneous tumor society. Journal of Cancer
Research and Clinical Oncology, 140(1), 1-14.

18. EI-Badawy, A., Ghoneim, M. A., Gabr, M. M., Salah, R. A., Mohamed, I. K., Amer,
M., & El-Badri, N. (2017). Cancer cell-soluble factors reprogram mesenchymal stromal cells
to slow cycling, chemoresistant cells with a more stem-like state. Stem Cell Research and
Therapy, 8(1), 1-20.

19. Erenpreisa, J., Ivanov, A., Wheatley, S. P., Kosmacek, E. A., lanzini, F., Anisimov,
A. P., ... Illidge, T. M. (2008). Endopolyploidy in irradiated p53-deficient tumour cell lines:
Persistence of cell division activity in giant cells expressing Aurora-B kinase.

20. Filipits, M., Pohl, G., Rudas, M., Dietze, O., Lax, S., Grill, R,, ... Jakesz, R. (2005).
Clinical role of multidrug resistance protein 1 expression in chemotherapy resistance in early-
stage breast cancer: The Austrian Breast and Colorectal Cancer Study Group. Journal of
Clinical Oncology, 23(6), 1161-1168.

21. Fletcher, J. 1., Haber, M., Henderson, M. J., & Norris, M. D. (2010). ABC transporters
in cancer: More than just drug efflux pumps. Nature Reviews Cancer, 10(2), 147-156.

22. Frank, N. Y., Pendse, S. S., Lapchak, P. H., Margaryan, A., Shlain, D., Doeing, C.,
... Frank, M. H. (2003). Regulation of Progenitor Cell Fusion by ABCB5 P-glycoprotein , a
Novel Human ATP-binding Cassette Transporter *, 278(47), 47156-47165.

23. Freshney, R. 1. (2010). Culture of Animal Cells: a manual of basic technique and
specialized applications. John Wiley & Sons.

24. Gewirtz, D. A. (1999). A Critical Evaluation of the Mechanisms of Action Proposed
for the Antitumor Effects of the Anthracycline Antibiotics Adriamycin and Daunorubicin,
57(98), 727-741.

25. Gottesman, M. M., Fojo, T., & Bates, S. E. (2001). MULTIDRUG RESISTANCE IN
CANCER : ROLE OF ATP-DEPENDENT TRANSPORTERS, 2(January), 48-58.

26. Hafner, M., Niepel, M., Chung, M., & Sorger, P. K. (2016). Growth rate inhibition
60



metrics correct for confounders in measuring sensitivity to cancer drugs. Nature Methods,
13(6), 521-527.

27. Hafner, M., Niepel, M., & Sorger, P. K. (2017). Alternative drug sensitivity metrics
improve preclinical cancer pharmacogenomics, 35(6), 52-54.

28. Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011). Review Hallmarks of Cancer : The Next
Generation. Cell, 144(5), 646-674.

29. Hempel, G., Flege, S., Wiirthwein, G., & Boos, J. (2002). Peak plasma concentrations
of doxorubicin in children with acute lymphoblastic leukemia or non-Hodgkin lymphoma.
Cancer Chemotherapy and Pharmacology, 49(2), 133-141.

30. Hernan, C.-F., & Coronado, C. (2007). Role of anthracyclines in the era of targeted
therapy, 56-60.

31. Holohan, C., Van Schaeybroeck, S., Longley, D. B., & Johnston, P. G. (2013). Cancer
drug resistance: An evolving paradigm. Nature Reviews Cancer, 13(10), 714-726.

32. Hu, H., Wang, M., Guan, X., Yuan, Z., Liu, Z., Zou, C., ... Wang, X. (2018). Loss of
ABCB4 attenuates the caspase-dependent apoptosis regulating resistance to 5-Fu in colorectal
cancer, 0(January), 1-10.

33. Ishikawa, T. (2012). Recent advances in pharmacogenomics of ABC transporters
involved in breast cancer therapy. Pharmacogenomics, 13(6), 633—636.

34. Janssen, M. J. H., Crommelin, D. J. A, Storm, G., & Hulshoff, A. (1985).
Doxorubicin decomposition on storage. Effect of pH, type of buffer and liposome
encapsulation. International Journal of Pharmaceutics, 23(1), 1-11.

35. Jaramillo, A. C., Al Saig, F., Cloos, J., Jansen, G., & Peters, G. J. (2018). How to
overcome ATP-binding cassette drug efflux transporter-mediated drug resistance? Cancer
Drug Resistance, 1(1), 6-29.

36. Jia, D, Tan, Y., Liu, H., Ooi, S., Li, L., Wright, K., ... Wang, L. (2015). Cardamonin
reduces chemotherapy-enriched breast cancer stem-like cells in vitro and in vivo, 7(1), 2015—
2016.

37. Juliano, R. L., & Ling, V. (1976). A surface glycoprotein modulating drug in chinese
hamster ovary cell mutants permeability, 455, 152-162.

38. Kibria, G., Hatakeyama, H., Akiyama, K., Hida, K., & Harashima, H. (2014).
Comparative study of the sensitivities of cancer cells to doxorubicin, and relationships between
the effect of the drug-efflux pump P-gp. Biological & Pharmaceutical Bulletin, 37(12), 1926—
1935.

39. Kim, W., & Ryu, C. J. (2017). Cancer stem cell surface markers on normal stem cells,

50(6), 285-298.
61



40. Krischke, M., Hempel, G., Vdller, S., André, N., D’Incalci, M., Bisogno, G., ... Boos,
J. (2016). Pharmacokinetic and pharmacodynamic study of doxorubicin in children with cancer:
results of a “European Pediatric Oncology Off-patents Medicines Consortium” trial. Cancer
Chemotherapy and Pharmacology, 78(6), 1175-1184.

41. Kruh, G. D., & Belinsky, M. G. (2003). The MRP family of drug efflux pumps.
Oncogene, 22(47 REV. ISS. 6), 7537-7552.

42. Lee, J. S., Scala, S., Matsumoto, Y., Dickstein, B., Robey, R., Zhan, Z., ... Bates, S.
E. (1997). Reduced Drug Accumulation and Multidrug Resistance in Human Breast Cancer
Cells Without Associated P-Glycoprotein or MRP Overexpression, 526, 513-526.

43. Leggett, S. E., Sim, J. Y., Rubins, J. E., Neronha, Z. J., Williams, K., & Wong, I. Y.
(2017). Morphological Single Cell Profiling of the Epithelial- Mesenchymal Transition, 8(11),
1133-1144.

44. Leonard, G. D. (2003). The Role of ABC Transporters in Clinical Practice. The
Oncologist, 8(5), 411-424.

45, Liang, Y., Zhong, Z., Huang, Y., Deng, W., Cao, J., Tsao, G., ... Zeng, Y. X. (2010).
Stem-like cancer cells are inducible by increasing genomic instability in cancer cells. Journal
of Biological Chemistry, 285(7), 4931-4940.

46. Liu, P., Kumar, I. S., Brown, S., Kannappan, V., Tawari, P. E., Tang, J. Z., ... Wang,
W. (2013). Disulfiram targets cancer stem-like cells and reverses resistance and cross-resistance
in acquired paclitaxel-resistant triple-negative breast cancer cells. British Journal of Cancer,
109(7), 1876-1885.

47. Liu, Y., Peng, H., & Zhang, J. (2005). Expression profiling of ABC transporters in a
drug-resistant breast cancer cell line using AmpArray. Molecular Pharmacology, 68(2), 430—
438.

48. Livak, K. J., & Schmittgen, T. D. (2001). Analysis of Relative Gene Expression Data
Using Real- Time Quantitative PCR and the 2 X (117 C T Method, 408, 402—408.

49. McDermott, M., Eustace, A. J., Busschots, S., Breen, L., Crown, J., Clynes, M., ...
Stordal, B. (2014). In vitro Development of Chemotherapy and Targeted Therapy Drug-
Resistant Cancer Cell Lines: A Practical Guide with Case Studies. Frontiers in Oncology,
4(March).

50. Mckenna, M. T., Weis, J. A., Barnes, S. L., Tyson, D. R., Miga, I., Quaranta, V., &
Yankeelov, T. E. (2017). Modeling Approach for the Study of Doxorubicin Treatment in Triple
Negative Breast Cancer. Scientific Reports, (February), 1-14.

51. Mirzayans, R., Andrais, B., & Murray, D. (2018). Roles of Polyploid / Multinucleated

Giant Cancer Cells in Metastasis and Disease Relapse Following Anticancer Treatment.
62



52. Moitra, K., Lou, H., & Dean, M. (2011). Multidrug efflux pumps and cancer stem
cells: Insights into multidrug resistance and therapeutic development. Clinical Pharmacology
and Therapeutics, 89(4), 491-502.

53. Mosieniak, G., Sliwinska, M. A., Alster, O., Strzeszewska, A., Sunderland, P.,
Piechota, M., ... Sikora, E. (2015). Polyploidy Formation in Doxorubicin-Treated Cancer Cells
Can Favor Escape from Senescence. Neoplasia, 17(12), 882—893.

54. Niepel, M., Hafner, M., Williams, E. H., Chung, M., Barrette, A. M., Alan, D., ...
Sorger, P. K. (2017). A multi-center study on factors influencing the reproducibility of in vitro
drug- response studies.

55. Nowell, P. C. (1976). The Clonal Evolution of Tumor Cell Populations.

56. Patel, A., Li, T. W., Anreddy, N., Wang, D. S., Sodani, K., Gadhia, S., ... Chen, Z. S.
(2017). Suppression of ABCG2 mediated MDR in vitro and in vivo by a novel inhibitor of
ABCG2 drug transport. Pharmacological Research, 121, 184-193.

57. Pavlik, E. J., Kenady, D. E., van Nagell, J. R., Hanson, M. B., Donaldson, E. S.,
Casper, S., ... Flanigan, R. C. (1984). Stability of doxorubicin in relation to chemosensitivity
determinations: Loss of lethality and retention of antiproliferative activity. Cancer
Investigation, 2(6), 449-458.

58. Rabindran, S. K., He, H., Singh, M., Brown, E., Collins, K. I., Annable, I., &
Greenberger, L. M. (1998). Reversal of a Novel Multidrug Resistance Mechanism in Human
Colon Carcinoma Cells by Fumitremorgin C, 5850-5859.

59. Rajaraman, R., Guernsey, D. L., Rajaraman, M. M., & Rajaraman, S. R. (2006). Stem
cells, senescence, neosis and self-renewal in cancer. Cancer Cell International, 6, 1-26.

60. Rivera, E., & Gomez, H. (2010). Chemotherapy resistance in metastatic breast
cancer : the evolving role of ixabepilone, 12(Suppl 2), 1-12.

61. Robey, R. W., Pluchino, K. M., Hall, M. D., Fojo, A. T., Bates, S. E., & Gottesman,
M. M. (2018). Reuvisiting the role of ABC transporters in multidrug-resistant cancer. Nature
Reviews Cancer.

62. Robey, R. W., To, K. K. K., Polgar, O., Dohse, M., Fetsch, P., Dean, M., & Bates, S.
E. (2009). ABCG2: A perspective. Advanced Drug Delivery Reviews, 61(1), 3-13.

63. Saxena, M., Stephens, M. A., Pathak, H., & Rangarajan, A. (2011). Transcription
factors that mediate epithelial-mesenchymal transition lead to multidrug resistance by
upregulating ABC transporters. Cell Death and Disease, 2(7), e179-13.

64. Sell, S. (2010). On the Stem Cell Origin of Cancer, 176(6), 2584—-2594.

65. Shaloam, D., & Tchounwou, P. B. (2015). Cisplatin in cancer therapy : molecular

mechanisms of action, 364-378.
63



66. Sheridan, C., Kishimoto, H., Fuchs, R. K., Mehrotra, S., Bhat-Nakshatri, P., Turner,
C. H., ... Nakshatri, H. (2006). CD44+/CD24-Breast cancer cells exhibit enhanced invase
properties: An early step necessary for metastasis. Breast Cancer Research, 8(5), 1-13.

67. Silverton, L., Dean, M., & Moitra, K. (2011). Variation and evolution of the ABC
transporter genes ABCB1, ABCCl1l, ABCG2, ABCG5 and ABCGS8: Implication for
pharmacogenetics and disease. Drug Metabolism and Drug Interactions, 26(4), 169-179.

68. Skehan, P., Storeng, R., Scudiero, D., Monks, A., Vistica, D., Warren, J. T., ... Boyd,
M. R. (1990). New Colorimetric Cytotoxicity Assay for, 1107-1112.

69. Sliwinska, M. A., Mosieniak, G., Wolanin, K., Babik, A., Piwocka, K., Magalska, A.,
... Sikora, E. (2009). Induction of senescence with doxorubicin leads to increased genomic
instability of HCT116 cells. Mechanisms of Ageing and Development, 130(1-2), 24-32.

70. Smith, L. (2006). The analysis of doxorubicin resistance in human breast cancer cells
using antibody microarrays. Molecular Cancer Therapeutics, 5(8), 2115-2120.

71. Solazzo, M., Fantappie, O., Amico, M. D., Sassoli, C., Tani, A., Cipriani, G., ...
Mazzanti, R. (2009). Mitochondrial Expression and Functional Activity of Breast Cancer
Resistance Protein in Different Multiple Drug-Resistant Cell Lines, (18), 7235-7243.

72. Sun, L., Cabarcas, S. M., & Farrar, W. L. (2012). Radioresistance and Cancer Stem
Cells: Survival of the Fittest. Journal of Carcinogenesis & Mutagenesis, s1(01), 1-12.

73. Szakacs, G., Annereau, J., Lababidi, S., Shankavaram, U., Arciello, A., Bussey, K. J.,
... Gottesman, M. M. (2004). Predicting drug sensitivity and resistance : Profiling ABC
transporter genes in cancer cells, 6(August), 129-137.

74. Tecza, K., Pamula-Pilat, J., Lanuszewska, J., & Grzybowska, E. (2014). Genetic
polymorphisms and response to 5-fluorouracil, doxorubicin and cyclophosphamide
chemotherapy in breast cancer patients. Oncotarget, 7(41), 66790-66808.

75. Tegze, B., Széllasi, Z., Haltrich, 1., Pénzvalto, Z., Toth, Z., Liko, 1., & Gyorfty, B.
(2012). Parallel evolution under chemotherapy pressure in 29 breast cancer cell lines results in
dissimilar mechanisms of resistance. PLoS ONE, 7(2), 1-9.

76. Trock, B. J., Leonessa, F., & Clarke, R. (1997). Multidrug Resistance in Breast
Cancer :, 917-931.

77. Valent, P., Bonnet, D., Maria, R. De, Lapidot, T., Schuringa, J. J., Stassi, G., ...
Johnsen, H. E. (2012). Cancer stem cell definitions and terminology: the devil is in the details,
(October).

78. Vasiliou, V., Vasiliou, K., & Nebert, D. W. (2009). Human ATP-binding cassette
(ABC) transporter family. Human Genomics, 3(3), 281-290.

79. Vassilopoulos, A., Chisholm, C., Lahusen, T., Zheng, H., & Deng, C. (2013). A
64



critical role of CD29 and CD49f in mediating metastasis for cancer-initiating cells isolated from
a Brcal-associated mouse model of breast cancer, (October), 1-6.

80. Vinogradov, S., Wei, and X., & Thor. (2013). Cancer stem cells and drug resistance:
the potential of nanomedicine. Nanomedicine (Lond), 7(4), 597-615.

81. Waghary, D., & Zhang, Q. (2017). Inhibit or Evade Multidrug Resistance P-
glycoprotein in Cancer Treatment. Journal of Medicinal Chemistry, acs.jmedchem.7b01457.

82. Wang, L.-L., Liu, Y.-H., Meng, L.-L., Li, C. G., & Zhou, S.-F. (2011). Phenotype
Prediction of Non-Synonymous Single-Nucleotide Polymorphisms in Human ATP-Binding
Cassette Transporter Genes. Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology, 108(2), 94-114.

83.Wang, L. E. I, Li, P., Hu, W. E. I, Xia, Y., Hu, C., Liu, L., & Jiang, X. (2017). CD44
+ CD24 + subset of PANC-1 cells exhibits radiation resistance via decreased levels of reactive
oxygen species, (9), 1341-1346.

84. Ween, M. P., Armstrong, M. A., Oehler, M. K., & Ricciardelli, C. (2015). The Role
of ABC Transporters in Ovarian Cancer Progression and Chemoresistance. Critical Reviews in
Oncology / Hematology.

85. Weihua, Z., Lin, Q., Ramoth, A. J., Fan, D., & Fidler, I. J. (2011). Formation of Solid
Tumors by a Single Multinucleated Cancer Cell, 4092-4099.

86. Wolking, S., Schaeffeler, E., Lerche, H., Schwab, M., & Nies, A. T. (2015). Impact
of Genetic Polymorphisms of ABCB1 (MDR1, P-Glycoprotein) on Drug Disposition and
Potential Clinical Implications: Update of the Literature. Clinical Pharmacokinetics, 54(7),
709-735.

87. Wu, H., Kang, H., Liu, Y., Tong, W., Liu, D., Yang, X., ... Wei, M. (2012). Roles of
ABCBL1 gene polymorphisms and haplotype in susceptibility to breast carcinoma risk and
clinical outcomes. Journal of Cancer Research and Clinical Oncology, 138(9), 1449-1462.

88. Wu, H., Liu, Y., Kang, H., Xiao, Q., Yao, W., Zhao, H., ... Wei, M. (2015). Genetic
Variations in ABCG2 Gene Predict Breast Carcinoma Susceptibility and Clinical Outcomes
after Treatment with Anthracycline-Based Chemotherapy. BioMed Research International,
2015.

89. Xiang, D., Shigdar, S., Bean, A. G., Bruce, M., Yang, W., Mathesh, M., ... Duan, W.
(2017). Transforming doxorubicin into a cancer stem cell killer via EpCAM aptamer-mediated
delivery. Theranostics, 7(17).

90. Yao, J.,, Yao, X., Tian, T., Fu, X., Wang, W., Li, S., ... Huo, X. (2017). ABCB5-
ZEB1 Axis Promotes Invasion and Metastasis in Breast Cancer Cells. Oncology Research,
25(3), 305.

91. Zhang, J. T. (2007). Use of arrays to investigate the contribution of ATP-binding
65



cassette transporters to drug resistance in cancer chemotherapy and prediction of
chemosensitivity. Cell Research, 17(4), 311-323.
92. Zhang, S., Xing, Z., Sun, B., Kuang, J., & Liu, J. (2013). Generation of cancer stem-
like cells through the formation of polyploid giant cancer cells. Oncogene, 33(1), 116-128.
93. Zhou, S., Schuetz, J. D., Bunting, K. D., Colapietro, A.-M., & Sampath, J. (2001).
The ABC transporter Berpl / ABCG2 is expressed in a wide variety of stem cells and is a

molecular determinant of the side-population phenotype, 7(9).

Programmas R pakotnes:

94. Clark N. (2016). GRmetrics: Calculate growth-rate inhibition (GR) metrics. R
package version 1.0.0, https://github.com/uc-bd2k/GRmetrics.

95. Wicham H. (2017). Tidyverse: Easily Install and Load the 'Tidyverse'. R package
version 1.2.1, https://CRAN.R-project.org/package=tidyverse.

96. Warnes G. R, Bolker B., Bonebakker L., Gentleman R., Huber W., Liaw A., Lumley
T., Maechler M., Magnusson A., Moeller S., Schwartz M., Venables B. (2009). gplots: Various
R programming tools for plotting data. R package version 3.0.1. https://CRAN.R-
project.org/package=gplots

Interneta resursi:

97. www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/HTB-26

98. www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast

99. www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi

100. www.microbehunter.com/the-hemocytometer-counting-chamber

66



PIELIKUMI

67



Kimijterapijas | N.p.k. | Konc. | Sk.konc. | Sk.nr. | Sk.V, | Al10-V, | Kopgjais V,
savienojums laucina ul ul ul

1. 5mM 10 mM Stoks 39 1461 1500

2. 2,5 mM 5 mM 1. 640 640 1280

3. 1 mM 2 mM 2. 580 870 1450

4. 500 uM 1 mM 3. 750 750 1500

FU 5. 250 uM | 500 uM 4. 788 788 1576
6. 175uM | 350 uM 5. 875 375 1250

7. 100 uM | 200 uM 6. 511 384 895

8. 25 uM 50 uM 7. 195 585 780

9. 2,5 uM 5 uM 8. 77 693 770

10. | 025uM | 0,5uM 9. 70 630 700

1. 25 uM 50 uM Stoks 14 1022 1036

2. 2,5 uM 5 uM 1. 180 1620 1800

3. 1,75uM | 3,5uM 2. 1050 450 1500

4. 1 uM 2 uM 3. 708 531 1239

DOX 5. 250 nM 500 nM 4. 400 1200 1600
6. 175 nM 350 nM 5. 854 366 1220

7. 100 nM 200 nM 6. 520 390 910

8. 25 nM 50 nM 7. 195 585 780

9. 2,5 nM 5nM 8. 77 693 770

10. | 0,25nM 0,5 nM 9. 70 630 700

1. 250uM | 500 uM | Stoks | 303 1697 2000

2. 175uM | 350 uM 1. 1050 450 1500

3. 100 uM | 200 uM 2. 800 600 1400

4. 25 uM 50 uM 3. 405 1215 1620

cIS 5. 17,5 uM 35 uM 4. 910 390 1300
6. 10 uM 20 uM 5. 600 450 1050

7. 2,5 uM 5 uM 6. 295 885 1180

8. | 1375uM | 2,75uM 7. 462 378 840

9. 025uM | 0,5uM 8. 140 630 770

10. 25 nM 50 nM 9. 70 630 700

1. 17,5 uM 35 uM Stoks 9 1406 1415

2. 10 uM 20 uM 1. 600 450 1050

3. 2,5 uM 5 uM 2. 220 990 1210

4. | 1375uM | 2,75uM 3. 495 405 900

VB 5. 250 nM 500 nM 4. 164 738 902
6. 25 nM 50 nM 5. 170 1530 1700

7. 17,5nM 35 nM 6. 910 390 1300

8. 10 nM 20 nM 7. 516 387 903

9. 2,5 nM 5nM 8. 194 582 776

10. | 0,25nM 0,5 nM 9. 70 630 700

1. pielikums. Citotoksicitates testa izmantoto savienojumu at$kaidfjumi $tnu jutibas pret doksorubicinu

(DOX), cisplatinu (CIS), vinblastinu (VB) un fluorouracilu (FU) novértésanai.

Appendix 1. Dilutions of compounds used to evaluate cell sensitivity to doxorubicin (DOX), cisplatin

(CIS), vinblastine (VB) and fluorouracil (FU) in the citotoxicity assay.
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2. pielikums. ABC saimes un VCS génu relativais ekspresijas limenis (RQ) péc doksorubicina apstrades
pasazas DOX un DOX+1. Ekspresijas [imena izmainu (reizu skaita) vertibam noradits 95% ticamibas intervals.
Appendix 2. ABC family and CSC gene relative expression level after doxorubicin treatment of passages

DOX and DOX+1. Changes in expression level (RQ) are shown with 95% confidence interval.
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_ A

Gens Kontrole/DOX | Kontrole/DOX+1 | DOX/DOX+1
ABCB? 0,0057 (**) 0,6458 0,0422 (%)
ABCB3 0,0001 (***) 0,881 0,0004 (***)
ABCB4 0,1003 0,0450 (%) 0,0168 (%)
ABCB7 0,202 0,0050 (**) 0,0089 (**)
ABCBS 0,0002 (***) 0,0354 (%) 0,0007 (***)
ABCB9 0,0002 (***) 0,0015 (**) 0,0229 (%)
ABCB10 | 0,0019 (*¥) 0,0001 (***) 0,0067 (**)
ABCC1 0,0010 (**) 0,0002 (***) 0,0609
ABCC2 0,1155 0,5231 0,1096
ABCC3 0,9293 0,0001 (***) 0,0007 (***)
ABCC4 0,3864 0,0401 (*) 0,6507
ABCC5 0,0198 () 0,3155 0,0001 (***)
ABCC10 | 0,0080 (**) 0,0009 (***) 0,0836
CD24 0,0001 (***) 0,0415 () 0,0001 (***)
CD44 0,0005 (***) 0,5693 0,0002 (***)
ITGAG 0,0004 (***) 0,0007 (**%) 0,0048 (**)
ITGB1 0,0001 (**%) 0,0017 (**) 0,0002 (***)
ALDHIAL | >0,0001 (***) | >0,0001 (***) >0,0001 (***)

3. pielikums. ABC saimes un VCS génu transkriptomiskas ekspresijas dCt vértibu atskiribu statistiskais
butiskums (p vértiba) DOX un DOX+1 pasazu kultiram (* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).

Appendix 3. Statistical significance (p value) of ABC family and CSC gene transcriptomic expression dCt
values of culture passages DOX and DOX+1 (* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
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4. pielikums. Doksorubicina iedarbibai paklauto MDA-MB-231 $anu morfologija (DOX+1 pasaza) —

pirmais (Siinu izméra palielinasanas un bojaeja) un otrais (koloniju veidoSanas un populacijas atjaunosSanas)

augsSanas posms. Cipari norada kultivésanas dienu. Att€la palielinajums ir 100x, m&roga nogrieznis — 200 pm.
Appendix 4. Morphology of MDA-MB-231 cells after doxorubicin exposure (DOX+1 passage) — first

(cell size increase and cell death) and second (colony formation and regeneration of population) growth stage.

The day of cultivation is marked with numbers. Magnification — 100x, length of scalebar — 200 um.
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5. pielikums. Sanu morfologija péc doksorubicina ekspozicijas DOX+1 pasaza. Attelotas atikirigas

morfologijas $tinu kolonijas un grupas atjaunota $tinu populacija pirms parsé$anas un sagatavosanas analizém (33.
diena). Attéla palielinajums — 100x, méroga nogrieznis — 200 pm.

Appendix 5. Cell morphology after doxorubicin exposure in DOX+1 passage. Colonies and groups with
different morphology in a regenerated cell population before reseeding and preparation for analyses (day 33) are
shown. Picture magnification — 100x, length of scalebar — 200 pum.
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6. pielikums. Izméginajuma kultiiras péc doksorubicina ekspozicijas (DOX pasaza) modelétas augSanas
liknes dazados izs€$anas blivumos (1000-7000 $iinas laucina). OD vertibu pieaugums un sekojoSa samazinasanas
skaidrojama ar eksperimenta kultlira A novéroto §iinu izmé&ra palielinaSanos un secigu bojaeju DOX+1 kultiiras
pirmaja augSanas posma.

Appendix 6. Growth curves with different cell seeding densities (1000-7000 cells per well) from trial
culture after doxorubicin exposure (passage DOX). The increase of OD values can be explained by the observed
enlargening of cell size followed by cell death during the first growth phase of experimental culture A during
DOX+1 passage.
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