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Santrauka

Ivadas. Radioterapija yra vienas i$ pagrindiniy vézio gy-
dymo metody, taikomy daugiau kaip pusei onkologiniy
pacienty. Manoma, kad pagrindiné onkologinés ligos pa-
sikartojimo ir nesékmingo gydymo priezastis yra véziniy
lasteliy atsparumas radioterapijai. Viena i§ pagrindiniy
atsparumo radioterapijai priezas¢iy yra véziniy lasteliy
gebéjimas iSvengti apoptozeés. Manoma, kad lgstelés ciklas
taip pat yra vienas i$ procesy, turin¢iy reikSmés radioatspa-
rumui. Sio tyrimo tikslas — jvertinti skirtingy kriities vézio
lasteliy linijy atsparuma radioterapijai, lyginant jy gyvy-
binguma, lasteliy pasiskirstyma tarp ciklo faziy ir apop-
tozes intensyvuma. Metodika. MCF-7 ir MDA-MB-231
lasteliy gyvybingumas buvo istirtas, naudojant kolonijy
formavimo testg. Lastelés ciklo analizei buvo dazomos
propidzio jodidu ir analizuojamos, naudojant t€ekmés ci-
tometra Muse Cell Analyzer. Apoptozés intensyvumui
nustatyti naudotas aneksinas V ir Guava PCA tékmés ci-
tometras. Rezultatai. Siame tyrime nustatéme, kad MDA-
MB-231 lgsteliy gyvybingumas po radioterapijos poveikio
buvo didesnis, nei MCF-7 lasteliy. Ciklo analizé parodé,
kad po radioterapijos poveikio MCF-7 lasteliy ciklo su-
stabdymas vyko GO/G1 faz¢je, o MDA-MB-231 lasteliy
— G2/M fazgje. Po radioterapijos poveikio MCF-7 Igste-
lése apoptozé prasidéjo anksciau ir buvo intensyvesné, o
MDA-MB-231 Iastelés reagavo véliau ir turéjo uzdelsta
apoptozinj atsaka. ISvados. MDA-MB-231 lIgstelés buvo
atsparesnés radioterapijai, negu MCF-7 lastelés.

Ivadas

Krities vézys yra dazniausia onkologiné motery liga ne tik
Lietuvoje, bet ir daugelyje iSsivysciusiy pasaulio Saliy. Vien
per 2020 metus pasaulyje nustatyta apie 2,3 milijono naujy

kriities vézio atvejy. Nuo Sio vézio kasmet mirSta daugiau
kaip pusé milijono pacienty ir tai yra penkta pagal mirtinguma
vézio forma. Sie skaiciai atspindi kriities véZio paplitimo dydj,
prevenciniy bei terapiniy priemoniy plétojimo poreikj [1].

Krities vézys yra labai heterogeniska liga, turinti platy
klinikiniy, patologiniy bei molekuliniy savybiy spektra ir
klasifikuojama j keletg biologiniy potipiy [2]. Si klasifikacija
paremta imunohistocheminiu tyrimu nustacius estrogeny (ER),
progesterony (PR), EGFR receptoriy Her2 (HER2) ir Ki67
statusa vézio lastelése. Sie kriities véZio potipiai pasizymi
skirtingais rizikos veiksniais, naviko charakteristikomis bei
atsaku | gydyma. Navikai, kuriuose nustatomi estrogeny ir
progesterony receptoriai yra susij¢ su geresne ligos prognoze ir
geru atsaku j hormony terapija. Navikai su padidéjusia HER2
raiSka yra blogesnés prognozés, daug piktybiskesni ir juos rei-
kia intensyviau gydyti. Blogiausia prognoze pasizymi trigubai
neigiamas potipis, iSsiskiriantis savo biologinémis savybémis,
agresyviu augimu, metastazavimo savitumais ir daznesniu
ligos atkry¢iu [3,4]. Siy potipiy klasifikavimas yra didelis lai-
meéjimas gydant kriities vézj ir tai yra pagrindas sisteminei te-
rapijai parinkti. [rodyta, kad atsakas j chemoterapija priklauso
nuo kriities vézio potipiy, taciau mazai zinoma apie jy atsaka i
spindulinj gydyma [5]. Manoma, kad radioterapijos poveikis
skirtingiems ligos potipiams gali biiti nevienodas ir siejamas
su lasteliy radiojautrumo ir radioatsparumo savybémis [6].

Radioterapija yra vienas i$ pagrindiniy kompleksinio vézio
gydymo metody, taikomy daugiau kaip pusei onkologiniy pa-
cienty. Uzkirsdama kelig lokaliam ligos atkry€iui, radioterapija
padeda sumazinti tolimyjy metastaziy ir mirtingumo daznj
[7]. Nors radioterapija yra efektyvus kriities vézio gydymo
metodas, taciau ne visiems pacientams veiksmingas. Ligos
atsinaujinimas rodo nevisisSka vézio lasteliy iSnaikinima ir
(ar) igyta atsparuma gydymui [8]. Nors su radioatsparumu
susij¢ molekuliniai mechanizmai placiai tyrinéjami, taciau
néra galutinai suprasti [9].

Po jonizuojanciosios spinduliuotés poveikio Iastelés inte-
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gralumo palaikyme dalyvauja daug svarbiy procesy. Vienas jy
— lastelés ciklo reguliacija, aktyvinanti DNR pazaidy patikros
taskus. Kaip atsakas j genotoksinius veiksnius, Sie patikros
taskai sustabdo lgstelés ciklg ir duoda laiko lasteliy repara-
cijai arba inicijuoja lastelés mirtj [10]. Radioterapijos tikslas
— sukelti dvigubus DNR grandinés triikius vézinése lastelése,
nuslopinti pazaidy atitaisymo mechanizmus, siekiant paskatinti
lastelés ciklo sustabdyma ir apoptoze [6]. Manoma, kad vézi-
nés lastelés gali turéti defektyvius lastelés ciklo patikros tas-
kus, kurie leidzia dalytis, iSvengiant pazaidy atitaisymo. Taip
vézinés lastelés gali iSvengti apoptozés [11], o tai yra viena
i§ pagrindiniy atsparumo radioterapijai priezas¢iy. Apoptozé
yra labai svarbi fiziologinio balanso palaikymui tarp lastelés
augimo ir mirties. Dauguma priesvéziniy terapijy nukreipta j
apoptoze ir su ja susijusius signalinius kelius piktybiniy las-
teliy pasalinimui [12]. VézZinés lastelés daznai geba iSvengti
mirtj sukeliancios apoptozés dél iSsireguliavusiy apoptoziniy
signaly, tokiy kaip antiapoptozinés sistemos aktyvacija, kas-
paziy ir jy inhibitoriy funkeijy sutrikimo, mirties receptoriy
signaly susilpnéjimo, p53 geno mutacijy ir kt. [13]. Toks vézio
lasteliy apoptozés iSvengimas gali sukelti nekontroliuojama
proliferacija, skatinti naviko i§gyvenima, jgyjant atsparuma
ar sukeliant ligos atsinaujinima [12].

Tyrimo tikslas — jvertinti skirtingy kriities vézio Iasteliy
linijy atsparumg radioterapijai, lyginant jy gyvybinguma, las-
teliy pasiskirstyma tarp ciklo faziy ir apoptozés intensyvuma.

Tyrimo medZiaga ir metodai

Lasteliy linijos ir auginimo salygos. MCF-7 ir MDA-
MB-231 kriities vézio lastelés buvo nupirktos i§ CLS Cell Line
Service (Vokietija). Visos lastelés buvo auginamos DMEM
(Dulbecco ‘s Modified Eagle ‘s Medium, Sigma-Aldrich) au-
gimo terpéje, papildytoje 10 % fetaliniu jauéio serumu (FBS,
Gibco), 1% L-glutaminu (Gibco) ir 100 IU/ml penicilino-
streptomicino antibiotiky (Gibco). Lastelés auginamos 25 cm?
flakonéliuose su 5 ml augimo terpés ir laikomos inkubatoriuje,
kuriame palaikoma reikalinga 37 °C temperatira, drégnumas
ir 5% CO, prisotinta aplinka. Lasteliy atkélimui buvo naudo-
jamas tripsino/EDTA tirpalas (Gibco).

Kolonijy formavimo testas. MCF-7 ir MDA-MB-231
kriities vézio lgstelés buvo pasétos skirtingais kiekiais j 6 Su-
linéliy léksteles ir paliktos per naktj, kad prisitvirtinty prie
1ékstelés dugno. Po to lastelés buvo apsvitintos 2, 4, 6, 8 ir
10 Gy jonizuojanciosios 6 MV fotoninés spinduliuotés dozé-
mis, naudojant spindulinés terapijos linijinj greitintuva Clinac
2100C/D. Kontrolinés grupés lastelés buvo nesvitintos. Visos
lékstelés su lastelémis buvo laikomos dvi savaites 37 °C tem-
peratiiroje. Susiformavusios kolonijos buvo fiksuojamos 96%
etanoliu, dazomos 1% kristalo violeto (Merck KGaA, Vokie-
tija) dazais, plaunamos vandeniu ir i§dziovinamos. Kolonijos

skai¢iuojamos naudojant Sviesinj mikroskopa. Tikra kolonija
laikoma tokia, kuri susideda i§ maziausiai 50 lasteliy. Laste-
liy iSgyvenamumas apskaiciuotas dalijant kolonijy skaiciy i$
paséty lasteliy skaiciaus ir dauginant i§ séjimo efektyvumo.
I8 viso buvo atlikti trys nepriklausomi eksperimentai.

Lastelés ciklo analizé. MCF-7 ir MDA-MB-231 kriities
vézio lastelés buvo pasétos i 6 Sulinéliy 1éksteles. Po 24 val.
lastelés buvo apsvitintos 2, 4, 6, 8 ir 10 Gy jonizuojanciosios
spinduliuotés dozémis ir inkubuotos 24, 48 ir 72 valandas.
Kontrolinés lasteliy grupés buvo nesvitintos. Atkeltos lastelés
dukart plaunamos su 1xPBS ir fiksuojamos 70% lediniame
etanolyje. Laikomos per naktj -20 °C temperatiiroje. Toliau vél
plaunamos su 1xPBS ir dazomos propidzio jodidu, naudojant
Muse Cell Cycle Kit rinkinj. Lastelés ciklo pasiskirstymas
buvo analizuojamas tekmes citometru Muse Cell Analyzer
(Millipore, Billerica, MA, USA).

Apoptozés analizé. MCF-7 ir MDA-MB-231 kriities vézio
lastelés buvo pasétos j 25 cm?flakonélius ir po 24 val. ap$viti-
namos 2, 4, 6, 8 ir 10 Gy jonizuojanciosios spinduliuotés dozé-
mis. Kontrolinés grupés lastelés nesvitintos. Po radioterapijos
poveikio praéjus 24, 48 ir 72 val., lastelés buvo pakeltos nuo
lekstelés dugno ir dazomos aneksinu V, naudojant Flow Cellect
MitoDamage Kit reagenty rinkinj. Apoptozés intensyvumui
nustatyti buvo naudotas tékmés citometras Guava PCA.

Statistiné duomeny analizé. Visi eksperimentai pakartoti
maziausiai 3 kartus. Statistiné duomeny analizé atlikta naudo-
jant SPSS 20 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL) programa, taikant
Student t kriterijy. Kai reik§mingumo lygmuo p < 0,05, tuomet
skirtumas tarp dviejy im¢iy ar jy grupiy laikytas statistiskai
reikSmingu.

Tyrimo rezultatai

Kolonijy formavimo testas. Po radioterapijos poveikio
MCF-7 ir MDA-MB-231 lasteliy gyvybingumui palyginti
buvo pasirinktas kolonijy formavimo testas. Miisy rezulta-
tai parodé, kad po poveikio 2 Gy doze abiejy linijy lasteliy
gyvybingumas zenkliai sumazéjo: MCF-7 lasteliy 45,84%
+2.24, 0 MDA-MB-231 — 51,9% £2,27. Po 4 Gy dozés ko-
lonijas formavo tik 8,76% +2,43 MCF-7 linijos lasteliy, o
MDA-MB-231 —22,27% +7,22. Reik§mingas skirtumas tarp
linijy buvo ir po 6 Gy dozés: 1,53% +1,2 ir 9,42% +5,48
atitinkamai MCF-7 ir MDA-MB-231. Po 8 ir 10 Gy MCF-7
lastelés beveik visai neformavo kolonijy (atitinkamai 0,23%
+0,19; 0,01% £0,026), buvo randama viena kolonija arba vi-
sai nerandama. MDA-MB-231 linijos Igstelés po 8 Gy dozés
kolonijas formavo 2,64% +0,66 lasteliy, o po 10 Gy buvo
randama iki 4 kolonijy léksteléje (0,47% +0,4). Remiantis
gautais duomenimis, galima teigti, kad MDA-MB-231 las-
telés buvo atsparesnés radioterapijos poveikiui nei MCF-7
lastelés (1 pav.).
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Lastelés ciklo analizé. Atlikome MCF-7 ir MDA-MB-231 lasteliy ciklo
analiz¢ po radioterapijos poveikio. Kaip rodo miisy rezultatai, po 24 val. MCF-7
lastelés liko GO/G1 fazéje ir reikSmingai nekito, didéjant radioterapijos dozéms.
S fazéje matomas lgsteliy sumazéjimas didéjant spindulinés terapijos dozéms,
o G2/M fazéje nezymus padéjimas tik esant 8 ir 10 Gy. Po 48 valandy nusta-
tytas nezymus lasteliy kiekio didéjimas G0/G1 fazgje, o po 72 val. pastebétas
grizimas prie 24 val. poveikio reikSmiy (2 pav.). Panasi tendencija nustatyta ir
kitose ciklo fazése, kai praéjus 72 valandoms, lasteliy ciklas normalizuojasi. Ma-
noma, kad po radioterapijos poveikio MCF-7 lasteliy ciklas galéjo biiti laikinai
sustabdytas GO/G1 fazéje ir po 72 val. grizti | normaly lastelés cikla. Visiskai
kitokius rezultatus parodé MDA-MB-231 Igsteliy ciklo analizé, praéjus 24 va-
landoms po radioterapijos poveikio. Kaip matyti 3 pav., 4, 6, 8 ir 10 Gy dozés
poveikio taskuose lgsteliy kiekiai sumazéjo G0/G1 ir zymiai padidéjo G2/M
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1 pav. MDA-MB-231 ir MCF-7 kriities vézio lasteliy linijy gyvybingumo priklauso-
mybé nuo radioterapijos doziy

Kiekvienas taskas yra trijy nepriklausomy eksperimenty vidurkis su standartiniu nuokrypiu. Zvaigzduté (*)
rodo statistiskai reikSmingq verte, lyginant tarp lgsteliy linijy.
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2 pav. MCF-7 lasteliy pasiskirstymas tarp ciklo faziy po 0, 2, 4, 6, 8, 10 Gy doziy
radioterapijos poveikio

Kiekvienas taskas yra trijy nepriklausomy eksperimenty vidurkis su standartiniu nuokrypiu. Zvaigzduté (*)
rodo statistiskai reiksmingq verte, lyginant su kontroline.

fazéje, taCiau jau po 48 val. stebimas Igste-
liy sugrjzimas j savo prading ciklo biisena,
t.y. lasteliy kiekiai radioterapijos paveik-
tose grupése artéja prie kontroliniy grupiy
reikSmiy, kai GO/G1 fazéje lasteliy kickiai
didéja, o0 G2/M — mazéja. Ta patvirtina ir
rezultatai, gauti po 72 valandy poveikio, nes
ju reikSmés labai priartéja prie kontrolinés
grupés reikSmiy. Vadinasi, po radioterapijos
poveikio MDA-MB-231 lasteliy ciklas buvo
laikinai sustabdytas G2/M fazéje. Literati-
roje sutinkama duomeny, kad kuo didesné
jonizuojanciosios spinduliuotés dozg, tuo il-
giau gali uztrukti lastelés ciklo sustabdymas
[14]. Tai atsispindi ir miisy rezultatuose, kad
po poveikio 2, 4, 6 Gy dozémis lgsteléms
reikéjo 48 valandy, o po poveikio 8 ir 10
Gy — 72 valandy sugrijzti | normaly Iastelés
cikla. MCF-7 lasteléms taikytos radiotera-
pijos dozés neturéjo reikSmeés laikui, kurio
reikéjo lasteliy ciklo normalizavimuisi.
Apoptozés analizé. Buvo atlikti apop-
tozés tyrimai, siekiant i$siaiskinti, ar miisy
tiriamy lasteliy atsakas j radioterapija skirsis,
vertinant Igsteliy apoptozés intensyvuma.
Miisy rezultatai rodo, kad jau po 24 val.
MCEF-7 linijos apoptoziniy lasteliy buvo po
8 ir 10 Gy doziy, o MDA-MB-231 lgstelés
neparodé apoptozinio atsako j jonizuojan-
Cigja spinduliuote: nei prie vienos taikytos
dozés apoptoziniy lasteliy kiekis statistiSkai
reikSmingai nepadidéjo. Po 48 val. MCF-7
apoptoziniy Igsteliy buvo randama ir po 4
ir 6 Gy doziy poveikio, kai MDA-MB-231
linijos reik§mingas apoptoziniy lgsteliy
kiekis nustatytas esant didziausioms 8 ir 10
Gy dozéms. Po 72 val. apoptoziniy MCF-7
lasteliy statistiskai reikSmingai buvo padi-
déje po visy taikyty radioterapijos doziy, o
MDA-MB-231 — tik esant didesnéms 6, 8
ir 10 Gy dozéms (4 pav.). Lygindami abiejy
tirty lasteliy linijy apoptozés intensyvuma
matome, kad MCF-7 lastelése apoptozé pra-
sidéjo anksciau ir buvo intensyvesné, negu
MDA-MB-231 lgstelése. MDA-MB-231
lastelés reagavo véliau ir turéjo uzdelsta
apoptozinj atsaka po radioterapijos poveikio.

Diskusija
Siam tyrimui buvo pasirinktos dvi skir-
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tingus kriities vézio potipius atitinkancios
MCEF-7 ir MDA-MB-231 lasteliy linijos.
MCF-7 yra neagresyvi, neinvaziné ir maza
potencialg metastazuoti turinti lgsteliy linija.
Siai linijai bidinga estrogeny ir progeste-
rony receptoriy raiska, todeél ji priskiriama
liuminaliniam A krties vézio potipiui [15].
MDA-MB-231 linijos Iastelés turi trejopai
neigiamam potipiui biidingas charakteristi-
kas. Sios lastelés nepasizymi nei estrogenuy,
nei progesterony, nei HER2 receptoriy
raiska ir yra labai agresyvi kriities vézio
forma [16]. Siekiant i$siaiskinti minéty
lasteliy atsaka i radioterapija, buvo atlikti
gyvybingumo, lastelés ciklo ir apoptozés
intensyvumo tyrimai.

Pirmiausia lyginome auks$¢iau aprasyty
lasteliy linijy jautruma radioterapijai. Nau-
dojome kolonijy formavimo testa, kuris yra
jonizuojanciosios spinduliuotés poveikio
lasteléms tyrimy in vitro vertinimo auksi-
nis standartas [17]. Gauty rezultaty analizé
parodé, kad MDA-MB-231 Iasteliy linijos
iSgyvenimas buvo didesnis esant visoms
taikytos radioterapijos dozéms, o tai rodo
didesnj MDA-MB-231 lgsteliy atsparuma
radioterapijai, lyginant su MCF-7 lastelémis.
Sie miisy duomenys sutapo su X. Chen ir kt.
atlikty tyrimy rezultatais. Naudodami kolo-
nijy formavimo testa, tyréjai taip pat nustaté
didesnj MDA-MB-231 lgsteliy atsparuma
radioterapijai, lyginant su MCF-7 lastelémis
[18]. Skirtinga Siy lasteliy linijy atsparuma
jonizuojanciajai spinduliuotei pastebéjo ir
Q. Zhang su kolegomis, $vitindami Igsteles
2, 4 ir 8 Gy dozémis [19]. Tokj skirtinga
lasteliy atsaka j radioterapijg buity galima
paaiskinti remiantis jy skirtingais potipiais ir
budingoms charakteristikoms, ta¢iau moks-
linése publikacijose sutinkama ir priesta-
ringy rezultaty. F. Feng ir kt. tyrimuose su
skirtingomis kriities vézio lasteliy linijomis
nenustaté reikSmingo skirtumo tarp kriities
vézio potipiy ir jy atsako j radioterapija
[20]. Q. Zhang su kolegomis, tirdami met-
formino ir radioterapijos poveiki, nustaté,
kad tik radioterapijos poveikyje esant 2, 4
ir 6 Gy dozéms $iy Igsteliy gyvybingumas
reik§mingai nesiskyré [21]. Sie priestaringi
tyrimy rezultatai gali atsirasti dél skirtingy

gyvybingumo testy metodiky, lasteliy ap$vitinimo salygy ar naudoty lasteliy
kokybés, todél reikalingi tolesni ir iSsamesni tyrimai MDA-MB-231 Iasteliy
radioatsparumui patvirtinti.

Lasteliy ciklo analizé po jonizuojanciosios spinduliuotés poveikio gali biiti
vienas i§ metody, nustatant lasteliy radiojautruma [14], todél buvo nuspresta
istirti, ar lasteliy pasiskirstymas tarp ciklo faziy po radioterapijos poveikio skirsis
tarp skirtingu radioatsparumu pasizyminc¢iy MCF-7 ir MDA-MB-231 Iasteliy.
Rezultatai parodé, kad radioterapijai jautresniy MCF-7 lasteliy ciklas galimai
buvo sustabdytas G0/G1 fazgje, o didesniu atsparumu pasizymeéjusios MDA-
MB-231 lastelées — G2/M fazéje. Sis skirtumas gali biiti aiskinamas remiantis
p53 geno statusu misy tiriamose lastelése. Literatiiros duomenimis, MCF-7
lastelése pS53 yra normaliai iSreikstas [22], o MDA-MB-231 — mutuotas [23].
P53 vadinamas ,,genomo sargybiniu® dél savo savybés pajusti DNR pazeidi-
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3 pav. MDA-MB-231 lasteliy pasiskirstymas tarp ciklo faziy po 0, 2, 4, 6, 8, 10 Gy
doziy radioterapijos poveikio

Kiekvienas taskas yra trijy nepriklausomy eksperimenty vidurkis su standartiniu nuokrypiu. Zvaigzduté (*)
rodo statistiskai reiksmingq verte, lyginant su kontroline.
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mus ir skatinti §iy pazeidimy istaisyma. Po jonizuojanciosios
spinduliuotés poveikio p53 baltymo kiekis padidéja, kaupiasi
branduolyje ir sustabdoma baltymo degradacija [24]. Bran-
duolyje veikdamas kaip transkripcijos faktorius, aktyvuotas
p53 sukelia lastelés ciklo sustabdymag G1 fazéje, o lastelése su
DNR pazeidimais, kurie negali biiti iStaisyti, p53 sukelia apo-
ptoze [25]. Kadangi MCF-7 lastelése p53 isreikstas normaliai,
galima manyti, kad $iy Igsteliy ciklo sustabdymag G0/G1 fazéje
galéjo lemti radioterapijos sukelta p53 aktyvacija. Lastelés,
kuriose p53 yra mutuotas ar jvykusi jo delecija, gali iSvengti
p53 kontrolés ir Iastelés ciklo sustabdymo G0/G1 fazéje [25].
Tai galéty biti vienas i$ paaiskinimy, kodél MDA-MB-231
lasteliy ciklas po radioterapijos buvo sustabdytas G2/M fazéje,
0 G0/G1 fazés buvo i§vengta. Siems teiginiams patvirtinti
reikalingi i$samesni tyrimai.

MDA-MB-231 lasteliy ciklo sustabdymas G2/M fazéje
gali biiti siejamas su jy didesniu atsparumu radioterapijai. J. Li
ir kt. savo publikacijoje teigia, kad véziniy lasteliy kaupimasis
po radioterapijos G2/M fazéje gali biiti vienas i§ veiksniy,
dalyvaujanéiy jgyjant lasteliy radioatsparuma. Misy rezultatai
sutapo su §ia studija, kurioje buvo nustatyta, kad plauciy vézio
radioatspariose lgstelése po radioterapijos poveikio praéjus 24
valandoms G2/M fazéje lasteliy kiekis buvo didesnis, lyginant
su radiojautriomis lgstelémis [26]. PanaSus tyrimas buvo atlik-
tas ir su mieloidinés leukemijos lastelémis, kur M. Hazawa su
kolegomis nustaté, kad didéjant radioterapijos dozei, Zenkliai
padidéjo ir radioatspariy lasteliy kiekis G2/M fazgje [27]. Ch.
Liu ir kt. savo tyrimais parodé¢, kad tiriant Iastelés ciklg galima
ivertinti 1asteliy atsparuma jonizuojanciajai spinduliuotei pagal
susikaupusiy lasteliy kiekj G2/M fazéje: kuo daugiau lasteliy
G2/M fazéje, tuo didesnis radioatsparumas [14]. Jonizuojan-
Ciosios spinduliuotés poveikyje lastelése suaktyvinami ciklo
kontrolés taskai, kurie leidzia laiku atlikti pazaidy atitaisyma
arba negrjztamai sustabdyti ciklg ir inicijuoti lastelés mirtj.
Zinant, kad homologiné rekombinacija vyksta S ir G2 fa-
zése, G2/M patikros taskai sustabdo Igstelés cikla ir suteikia
pakankamai laiko Igsteliy pazaidy atitaisymui [28]. Paprastai
visos lgstelés su nedideliais pazeidimais ir efektyvia repara-
cijos sistema po jonizuojanéiosios spinduliuotés poveikio |
normaly ciklg grjzta po 48 valandy [14]. DNR paZzeidimai,
kuriy nepavyksta iStaisyti per 48 valandas, gali sukelti apo-
ptoziniy lasteliy skaiciaus padidéjima po 72 valandy [28].
Tai glaudziai siejasi su miisy gautais MDA-MB-231 lasteliy
apoptozeés tyrimy rezultatais, kai po 72 valandy 6, 8 ir 10
Gy doziy poveikyje buvo reikSmingai padidéj¢s apoptoziniy
lasteliy skaiCius.

Lyginant Iasteliy apoptozinj atsaka j radioterapija, buvo
nustatyta, kad MCF-7 Igstelése apoptozé pasireiské anksciau
ir buvo intensyvesné, o MDA-MB-231 lastelés reagavo véliau
ir apoptozinis atsakas buvo uzdelstas. Miisy duomenys sutapo

su Q. Zhang ir kt. gautais tyrimy rezultatais, kurie taip pat
parodé, kad jonizuojanéioji spinduliuoté sukelia didesnj apo-
ptozés intensyvumg MCF-7 Igsteléms, negu MDA-MB-231
[19]. Manoma, kad padidéjes lasteliy apoptozinis atsakas |
radioterapija rodo lasteliy didesnj radiojautruma, todél kai
kurie mokslininkai apoptozés intensyvumg laiko vienu i§ budy
véziniy lgsteliy radiojautrumui nustatyti [29]. Masy atlikta
apoptozés tyrimo analizé parodé, kad MCF-7 lastelés buvo
jautresnés radioterapijai, negu MDA-MB-231 ir tai sutapo su
misy gautais lasteliy gyvygingumo rezultatais.

MDA-MB-231 lasteliy radioatsparumas gali biiti sicjamas
su viena i§ vézinéms lasteléms buidingy savybiy — slopinti ar
iSvengti apoptozés. Literatiiroje aprasoma keletas uz lasteliy
i8gyvenamuma atsakingy signaliniy keliy, kurie aktyvinami
po jonizuojanciosios spinduliuotés poveikio ir gali nuslopinti
apoptoze, sumazinti radioterapijos citotoksiskumga bei padi-
dinti vézio lasteliy i§gyvenamuma. Vienas tokiy yra ERK1/2
signalinis kelias, kuris lasteléje po radioterapijos poveikio
aktyvinamas ir gali sukelti apoptozés sulaikyma, pagerinant
antiapoptoziniy baltymy, tokiy kaip Bcl-xl, aktyvacija ir nu-
slopinant proapoptoziniy baltymy aktyvuma [30]. Kitas nema-
ziau svarbus lasteliy iSgyvenamumo veiksnys yra AKT, kuris
aktyvintas jonizuojanciosios spinduliuotés, neigiamai paveikia
apoptozinius lasteliy kelius, leidziant vézio lasteléms islikti
po radioterapijos poveikio. AKT gali veikti per keleta me-
chanizmy, tokiy kaip pro-apoptoziniy Bad, Bax, Bim ir Noxa
baltymy slopinimas; NF-KB fosforilinimas, sukeliant antiapo-
ptoziniy Bcel-2 ir Bel-x1 baltymy raiska; XIAP aktyvacija, dél
kurios slopinamos kaspazés 3, 7, 9; m-TOR kinazés signalinio
kelio aktyvacija, kuri kartu sukelia ir antiapoptozinio baltymo
MCL-1 aktyvacijg [31]. Jonizuojan¢ioji spinduliuoté taip pat
aktyvina JAK-STAT signalinj kelia, padidindama JAK-2 ir
STAT fosforilinima. STAT translokacija j lastelés branduolj
padidina Bcl2/Bcel-x1 baltymy kiekj, todél sumazéja kaspazés-3
aktyvumas. Sie procesai leidzia vézinei lastelei isgyventi po
radioterapijos ir jgyti atsparumg [32]. Siekiant i$siaiskinti,
kokie molekuliniai mechanizmai sukelia misy tiriamy MDA-
MB-231 lasteliy radioatsparuma, reikia istirti minéty signaliniy
keliy svarbiausias signalines molekules ar baltymus ir jvertinti
ju reiksme, slopinant Igsteliy apoptoze.

Istyr¢ MCF-7 ir MDA-MB-231 lasteliy atsaka j radiotera-
pija nustatéme, kad Sios skirtingiems molekuliniams potipiams
priskiriamos lasteliy linijos pasizymi ir skirtingu atsparumu
radioterapijai. Tolimesni tyrimai parodé, kad tiek apoptozeé,
tiek lgstelés ciklas gali biiti svarbis $iy lasteliy radioatsparu-
mui. Misy atlikty tyrimy patvirtinimui reikalingi iSsamesni
molekuliniai tyrimai, siekiant iSsiaiskinti, kokie signaliniai
keliai ar molekulés atsakingi uz miisy tiriamy lasteliy radio-
atsparuma. Tai padéty nuspéti skirtingy potipiy reakcijas |
spinduling terapija. Tuomet biity naudinga sumazinti radiacing
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dozg pacientams, kuriy navikai yra jautresni radioterapijai,
kartu sumazéty normaliy aplinkiniy audiniy pazeidimai bei
Salutinis jonizuojanciosios spinduliuotés poveikis. Radiotera-
pijai atspariems navikams galéty biti skiriamos papildomos
terapinés dozés, siekiant sumazinti naviko atkrycio rizika [33].

ISvados

1. MDA-MB-231 kriities vézio lasteliy linija pasizyméjo
didesniu atsparumu radioterapijai, negu MCF-7 lastelés.

2. Lastelés ciklo analizé parodé, kad MDA-MB-231 las-
teliy radioatsparumas gali biiti susijes su G2/M ciklo fazés
sulaikymu.

3. Po radioterapijos poveikio MCF-7 lastelése apoptozé
prasidéjo anksciau ir buvo intensyvesné, o MDA-MB-231
lastelés reagavo véliau ir turéjo uzdelsta apoptozinj atsaka.
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Summary

Introduction. Radiotherapy is one of the major modalities for
the treatment of human cancers and is used to treat more than 50%
all cancerous patients. However, a major contributor to radiotherapy
failure and unsuccessful treatment is believed to be resistance of
cancerous cells to radiation. One of the key features of cancer cell
resistance to radiotherapy is their associated avoidance to apoptotic
cell death. Accumulated evidence has suggested that cell cycle also
may function as a regulatory process in radioresistance. This study
aimed to evaluate the resistance of two MDA-MB-231 and MCF-7
breast cancer cell lines to radiation therapy comparing their via-
bility, apoptosis intensity and distribution of cells between phases
of the cycle. Methods. The radiosensitivity of MCF-7 and MDA-
MB-231cells was compared using colony formation assays. Dis-
tribution of cell cycle the cells were stained with propidium iodide
and were analyzed by flow cytometry the Muse Cell Analyzer sys-
tem. To detect apoptosis the cells were stained with annexin V and
were analyzed using a Guava PCA flow cytometry. Results. Our
results suggest that MDA-MB-231 cells had a higher survival rate
than MCF-7 cells. A cell cycle analysis has shown that after cells
were exposed to irradiation, MDA-MB-231 cells are characterized
by the accumulation of cells in G2/M phase and MCF-7 cell cycle
was arrested at the GO/G1 phase. Apoptosis studies have shown
that MDA-MB-231 cells exhibit a significantly delayed apoptotic
response to ionizing radiation compared to MCF-7 cells. Conclu-
sion. We concluded that the MDA-MB-231 cells were more radio-
resistant than the MCF-7 cells.
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