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SANTRUMPQOS

Al —angl. Artificial Intelligence; dirbtinis intelektas;

anti-EGFR — angl. antibody to EGFR; antikiinas prie§ EGFR;

CDH1 —angl. Cadherin 1; Kadherinas;

EGFR, angl. Epidermal Growth Factor Receptor; epidermio augimo faktoriaus receptorius;

EMT — angl. Epithelial Mesenchymal Transition; epitelinis mezenchimins virsmas;

ER —angl, Estrogen Receptor; estrogeno receptorius;

ERK, angl. Extracellular Signal-Regulated Kinase; ekstralgstelinio signalo reguliuojama
kinazé;

FBXW7 — angl. F-Box And WD Repeat Domain Containing 7; F-Box ir WD besikartojimo
domenas 7,

FC —angl. Fold Change; skirtumas

GEP — angl. Gene Expressing Profilling; geny ekspresijos profiliavimas;

HER2 — angl. Human Epidermal Growth Factor Receptor; zmogaus epidermio augimo
receptorius;

KRAS —angl. Kirsten Rat Sarcoma Virus; Kirsten Rat sarkomos virusas;

mAD - angl. monoclonal antibody; monokloninis antikiinas;

MAML1 — angl. Mastermind Like Transcriptional Coactivator 1; ] Mastermind panasus
Transkripcijos koaktyvatorius 1;

MAPK — angl. Mitogen-activated protein kinases; Mitogeno aktyvuotos proteinkinazés;

MEK —angl. Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase, mitogeno aktyvuota proteinkinazé;

MRI - angl. Magnetic Resonance Imaging; magnetinio rezonanso vaizdai;

MRT — angl. Magnetic Resonance Tomography; magnetinio rezonanso tomografija;

mTOR - angl. Mammalian target of rapamycin; zinduoliy rapamicino taikinys;

NGS -angl. New Generation Sequencing; naujos kartos sekos nustatymas;

PI3K/AKT -angl. Phosphatidylinositol 3-Kinase/Protein Kinase B; fosfatidilinozitolio 3-
kinazé /baltymy kinaz¢ B;

PR —angl. Progesterone Receptor; progesterone receptorius;

RAS — angl. Rat Adenocarcinoma,; ziurkés sarkomos viruso onkogeno homologas;

RTK-, angl. Receptor tyrosine kinases, tironizo kinazés;

siRNA- angl. Small Interfering RNA; maza slopinanti RNR molekulé¢;

SIRNR-KRAS-A — angl. siRNA against KRAS transcripts ‘ isoform A; SIRNR, nukreipta
slopinti KRAS geno izoforma A;



SIRNR-KRAS-B - angl. siRNA against KRAS transcripts “ isoform B; SIRNR, nukreipta
slopinti KRAS geno izoforma B;

TME- angl. Tumour Microenvironment, naviko mikroaplinka;

TNBC -angl. Triple Negative Breast Cancer; trigubai neigiamas krties vézys;

VIM — angl. Vimentin; vimentinas
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SANTRAUKA

Krities vézys yra daugialypé ir nevienalyté liga, kai geny, tokiy kaip EGFR ir KRAS, aberacijos
labai prisideda prie naviko vystymosi, progresavimo ir atsparumo gydymui. Sie genai atlicka
vaidmeny] lasteliy procesuose, tokiuose kaip proliferacija, diferenciacija ir i§gyvenimas. EGFR yra
receptoriy tirozino kinaze, o jo per didelé raiska arba mutacijos yra susijusi su prasta ligos
prognoze. KRAS yra GTPaz¢, o joje esancios mutacijos lemia pasroviui esanciy signaliniy keliy
aktyvavima, skatinantj onkogeneze. Todél supratimas apie Siy geny nutildymo poveikj platesniam
geny raiSkos profiliui skirtingose kriities vézio lgsteliy linijose gali atskleisti jy vaidmenj ligos
patofiziologijoje.

Siame tyrime nagrinéjami dinamiski geny poky¢iai dviejose skirtingo piktybiskumo kriities
vézio lgsteliy linijose, MCF-7 ir MDA-MB-231, po geny nutildymo metody, nukreipty | KRAS
izoformas A ir B, taip pat antikiing prie§ EGFR baltyma. Abi Iasteliy linijos atspindi skirtingus
krities vézio piktybinius navikus, o jy molekulinis atsakas j Siuos nutildymo metodus gali suteikti
vertingos jzvalgos apie pagrindinius naviko progresavima ir metastazes reguliuojancius
mechanizmus.

Abu nutildymo metodai daré¢ jtakg Iasteliy migracijos potencialui, o tai rodo, kad jie veikia $iy
Iasteliy linijy metastazavimg. Konkretiis geny raiskos poky¢iai atspind¢jo ir bendrus, ir unikalius
atsakus visose lasteliy linijose, pabrézdami kriities vézio heterogeniskuma molekuliniu lygmeniu.

Sie rezultatai padeda suprasti sudétingas molekulines saveikas kriities véZio lastelése po geny
slopinimo intervencijy. Jie sudaro pagrindg biisimiems tyrimams, siekiant toliau iSaiskinti KRAS ir

EGFR vaidmen;j skirtinguose kriities vézio potipiuose.
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SUMMARY

Breast cancer is a multifaceted and heterogeneous disease where aberrations in genes, such as
EGFR and KRAS, contribute significantly to tumor development, progression, and resistance to
therapy. These genes play roles in cellular processes like proliferation, differentiation, and survival.
EGFR is a receptor tyrosine kinase, and its overexpression or mutation is associated with aggressive
disease and poor prognosis. Similarly, KRAS is a GTPase, and mutations in it lead to constitutive
activation of downstream signaling pathways promoting oncogenesis. Therefore, understanding the
impact of silencing these genes on the broader gene expression profile in different breast cancer cell
lines can shed light on their roles in disease pathophysiology.

This study examines the dynamic changes in gene expression in two distinct breast cancer cell
lines, MCF-7 and MDA-MB-231, following exposure to gene-silencing methods targeting KRAS
isoforms A and B as well as an antibody to the EGFR protein. Both cell lines represent different
malignancies within breast cancer, and their molecular response to these silencing methods can
provide valuable insights into the underlying mechanisms governing tumour progression and
metastasis.

Notably, both silencing methods had a significant impact on cellular migration potential,
suggesting their influence on the metastatic capacity of these cell lines. The specific gene
expression changes reflected both common and unique responses across the cell lines, underscoring
the heterogeneity of breast cancer at the molecular level.

These findings contribute to our understanding of the complex molecular interactions in breast
cancer cells following gene silencing interventions. They provide a foundation for future
investigations to further elucidate the role of KRAS and EGFR in breast cancer progression and
may inform the development of more effective therapeutic strategies targeting these critical genes in

different breast cancer subtypes.



IVADAS

Kriities vézys vis dar iSliecka viena i§ labiausiai paplitusiy onkologiniy ligy visame pasaulyje. Jai
btidingas nevienalytiSkumas, skirtingi unikaliis molekuliniai ir fenotipiniai potipiai, lemiantys
kintamg gydymo atsaka, dar labiau padidinantj Sios ligos sudétinguma. Ieskant veiksmingos
terapijos labai svarbus yra molekuliniy veikéjy, tokiy kaip epidermio augimo faktorius (EGFR-angl.
Epidermal growth factor receptor) ir KRAS (angl. Kirsten rat sarcoma virus) geno, jvertinimas in
vitro.

EGFR, baltymas, sergant trigubu neigiamai krities véziu (TNBC, angl. triple negative breast
cancer), nustatoma net 78% padidéjusi raiSka, vaidina gyvybiSkai svarby vaidmen;j skatinant
lasteliy dauginimasi ir i§gyvenimg. Tod¢l antikiino nukreipimas i EGFR gali veiksmingai slopinti
arba sustabdyti kruties navikiniy lgsteliy proliferacijg (Cai et al., 2020). KRAS genas, daznai
mutuojantis jvairiose vézio formose, yra susij¢s su signalo perdavimu lasteliy augimu, migracija ir
diferenciacija. Taigi, panaSiai, kaip slopinant EGFR antiktinu, KRAS geno raiska slopinant
naudojant mazas tildan¢ias RNR (siRNR, angl. silencing interfering RNA) biity galima paveikti
geny signalinj kelig, valdantj onkogenezés procesus (Ngamcherdtrakul & Yantasee, 2019). Taigi,
tildant EGFR arba KRAS dvejomis skirtingomis siRNR, siekiama sutrikdyti lasteliy dauginimosi ir
18§gyvenimo procesus, kurie skatina naviko atsiradima, veikdami skirtingais molekuliniais biidais.

Atliekant slopinimo tyrimus, in vitro svarbu pasirinkti tinkama tiriamajj objekta, norint
jvairiapusiskai i$siaiSkinti KRAS ir EGFR vaidmenyj, sgsajas kriities vézio tyrimy kontekste. Kriities
navikiniy lasteliy linijos, tokios kaip MCF-7 ir MDA-MB-231, yra itin populiarios ir svarbios dél jy
skirtingy savybiy ir svarbos kriities vézio tyrimams. MCF-7 yra gerai Zinoma kriities vézio lasteliy
linija, kuri yra teigiama estrogeny receptoriams, iSreiSkianti aukSta EGFR lygj. Jis daznai
naudojamas kaip j hormonus reaguojancio kriities vézio modelis (Vantangoli et al., 2015). Tyrimai,
susije su EGFR tildymu MCF-7 lastelése, gali suteikti jzvalgy apie tokiy gydymo biidy
veiksminguma sergant luminaliniu A kruties véziu. Na, o MDA-MB-231 yra jprastai priskiriama
TNBC modelinei linijai, t.y. ji neiSreiSkia estrogeny receptoriy, progesterono receptoriy ar HER2.
MDA-MB-231 Igsteliy linija taip pat yra zinoma dé¢l savo KRAS taSkinés mutacijos 13 kodone, kuri
gali sukelti nekontroliuojama Iasteliy dalijimasi, bidingg vézinéms lgsteléms. tod¢l ji yra tinkamas
modelis tiriant KRAS nutildymo atsaka (Fillmore & Kuperwasser, 2008). Sios navikinés Iasteliy
linjjos gali padéti pagilinti supratimg apie tai, kaip EGFR ir KRAS raiskos moduliavimas gali
paveikti skirtingus kriities vézio potipius.

Pagrindinis $io tyrimo tikslas yra istirti ir palyginti dviejy skirtingo piktybiskumo krities vézio

lgsteliy linijy MCF-7 ir MDA-MB-231 atsaka po poveikio antikiinu pries EGFR (anti-EGFR) arba
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KRAS-A bei KRAS-B raiskos slopinimo naudojant siRNR (siRNR-KRAS-A ir siRNR-KRAS-B).

Siekiant jgyvendinti tyrimo tiksla, buvo iskelti uzdaviniai:

Nuslopinti EGFR, naudojant antikiing, arba KRAS-A, KRAS-B, naudojant siRNR, pasirinktose
kriities vézio lgstelése.

. Ivertinti pasirinkty kriities vézio lasteliy migracijos pokytj, pra¢jus 24 ir 48 val., po veikimo anti-
EGFR arba siRNR-KRAS-A, arba sSiRNR-KRAS-B.

. Ivertinti pasirinkty kriities vézio lasteliy atsakg informacinés RNR lygiu, pra¢jus 24 val., po
veikimo anti-EGFR arba siRNR-KRAS-A, arba siRNR-KRAS-B; naudojant kiekybinés PGR
metoda istirti KRAS-A, KRAS-B, EGFR, FBX7, MAML1, CDH1 ir VIM geny raiska.

. Palyginti pasirinkty kriities vézio lgsteliy atsaka j poveikj anti-EGFR arba sSiRNR-KRAS-A, arba
siRNR-KRAS-B.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Kriities navikai ir jy mikroaplinka

Pagal pasaulinés sveikatos organizacijos duomenis kriities véZzZys, liga, atsirandanti kriities
audinyje, yra viena i$ labiausiai paplitusiy motery vézio formy visame pasaulyje, o 2020 m.
diagnozuota apie 2,3 mln. naujy atvejy. Si liga gali isivystyti bet kurioje kriities dalyje, jskaitant
pieno latakus, skiltelius ar aplinkinius audinius (Goff & Danforth, 2021). Negydomas kriities vézys
gali i8plisti ] kitas kiino dalis, sukeldamas sunkiy sveikatos komplikacijy ir potencialiai mirtiny
pasekmiy (Park et al., 2022). Iprastai, kriities vézio navikai yra skirstomi pagal savo molekulinj
profilj, atsizvelgiant j proliferacijos zymenj (Ki67, angl. marker of proliferation) estrogeno
receptoriy (ER, angl. estrogen receptor), progesterono receptoriy (PR, angl. progesterone receptor)
bei zmogaus augimo faktoriaus (HER2, angl. human epidermal growth factor receptor) raiskos
lygi, ar §iy receptoriy buvima/nebuvima. Siy receptoriy buvimas, kaip vaizduojama 1.1 pav., padeda
identifikuoti ir klasifikuoti kruties vézj j luminalinj A, B, panaSus j normaly tipg (angl, Normal-
like), HER2 bei TNBC (Fulford et al., 2006).

Molekulinis subtipas padeda pasirinkti speicifinj ir unikaly gydyma krities navikams. Kaip
matoma 1.1 pav., luminalinis A kriities vézio profilis jprastai gydomas endokrinine terapija, kuri
buina nukreipta j ER ir PR (Goldhirsch et al., 2011). Labiausiai paplitusi endokrininé terapija yra
selektyviis estrogeny receptoriy moduliatoriai ir aromatazges inhibitoriai, kurie blokuoja estrogeny
aktyvuma organizme. Tyrimai parodé, kad endokrininé terapija veiksmingai sumazina
pasikartojimo rizikg ir pagerina pacienty, serganciy luminaliniu A kriities véziu, i§gyvenamuma.
Atlikti tyrimai rodo, kad penkeriy mety gydymas aromatazés inhibitoriumi letrozolu sumazino
pasikartojimo rizikag moterims po menopauzes, serganciomis hormony receptoriy teigiamu kriities
véziu, jskaitant luminalinj A potipj (Poudel et al., 2019). Kitas panasus potipis j luminalinj A yra
panaSus ] normaly tipas, kuriam taikomos panasios gydymo strategijos kaip ir luminaliniam A,
taciau pacientams yra sunkesné prognozé (Cejalvo et al., 2017).

Luminalinis B kriities vézZys yra agresyvus ER+ kriities véZio potipis, kurio i§gyvenamumo ir
gydymo prognozé pacientams yra prastesné nei luminalinio A tipo. Paskutiniu metu, sergant
paZzengusiu arba metastazavusiu luminaliniu B (ER/PR+; HER2+) véZio potipiu, jprasta praktika
yra skirti lapatinibg kartu su aromatazes inhibitoriais, kurie yra atsakingi uz androgeny ir estrogeny
sinteze. Luminaliniame B tipe, pasizyminc¢iu padidéjusia ER raiska, kuri biina padidéjusi kartu su
aromatazés raiska, toks gydymas gali sumazinti ER+ naviky profileracija (Bulun et al., 1993)
(Anurag et al., 2020).
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Kalbant apie HER?2 tipa, reikia paminéti, kad tai yra yra onkoproteinas, priklausantis
epidermio augimo faktoriaus receptoriy Seimai, kuri kontroliuoja Iasteliy augima, islikima,
diferenciacijg ir migracijg (Slamon et al., 2001). Pernelyg didelé HER2 raiska ir amplifikacija yra
dazniausiai pasitaikancios kriities vézio anomalijos (Connell & Doherty, 2017). I HER2 nukreiptas
gydymas buvo patvirtintas kriities vézio gydymui, jskaitant monokloninius antiktinus (pvz.,
trastuzumabg ir pertuzumaba), antikiiny ir vaisty konjugatus (pvz., ado-trastuzumabo emtanzing ir
fam-trastuzumabo derukstekang) ir mazy molekuliy tirozino (KIskinazés) inhibitorius, pvz.:
lapatiniba, neratiniba, pirotiniba ir tukatiniba) (Montemurro et al., 2020). Sie tirozino kinaziy
inihibitoriai parodé gerg atsakg j gydyma pacientams, sergantiems HER2 vézio tipu. (Ma et al.,
2019) (Murthy et al., 2020).

Labiausiai agresyviai kriities vézio formai yra priskiriamas TNBC tipas, kuriam triiksta visy
trijy anks¢iau minéty receptoriy, aptinkamy kitose kruties vézio formose: ER, PER, HER2.
Anksciau aptartose kriities vézio formose esant Siems receptoriams yra lengviau taikyti tikslinj
gydyma, nukreiptg tikslingai j receptoriy, kurio raiska padidéjusi. Biitent dél receptoriy raiskos
sumazéjimo gydymo galimybés yra apribotos sergant TNBC. Siuo metu, chemoterapija islicka
veiksmingiausias Sio tipo vézio gydymo biidas (Bianchini et al., 2022).

Taigi, kaip matoma 1.1 pav., skirtingi molekuliniai tipai gali padéti nustatyti kokj gydyma

skirti biity tikslingiausia.

Geriausia
prognozé
N « Zemas ki67 lygis;
Luminalinis A (~24%) | . pazniausias polipis; VAN
HR+ (ER+ irfarba PG+), HER2- + Tik endokrininé terapija arba kartu su
chemoterapija.
. » like (~8%) | - Zemas ki67 lygis;
: Normgl like (~8%) + Prastesné prognozé nei luminalinio A potipio;
] HR+ (ER+ irfarba PG+), HER2- | - Tik endokrininé terapija arba kartu su
chemoterapija.
Luminalinis B (~50%) | °Aukstas ki67 lygis; )
i + Endokrininé terapija kartu su chemoterapija
HR+ (ER+ irfarba PG+), HER2+/- | (\artais su anti-HER terapija).
HER2- (~10-15%) + Padidinta HERZ raiska; .
« Greitesnis augimas nei luminaliniy potipiu;
HR- (ER-, PG-), HER2+ - Chemoterapija kartu su anti-HER terapija.
5;l:eh':lt?r:ll:lrul L TECTS ETELCCN G EVAY  * Adresyviausias potipis; o
EG: estrogenas + Labiausiai susijes su BRCA1 mutacijomis;
ng;‘grogeslemnas HR- (ER-, PG-), HER2- + Chemoterapija.
Prasciausia
prognozé

1.1 pav. Krities vézio skirstymas, pagal molekulinj potipj, daznj, piktybisSkuma, prognoze,
iSgyvenamuma bei gydyma. Adaptuota pagal (Wawruszak et al., 2021)
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Tiriant kruties navikus svarbu akcentuoti ne tik tai, kas sudaro naviko molekulinj ir fenotipinj
profilius, bet svarbu atkreipti démesj j naviko mikroaplinkg (TME, angl. tumor microenvironment),
kuri susidaro 1§ aplinkiniy kraujagysliy, imuniniy lasteliy, fibroblasty ir tarplastelinés matricos.
TME daznai yra labai svarbus veiksnys naviko augimui ir progresavimui, taip pat atsakui j gydyma.
Zinoma, kad imuniniy lasteliy buvimas kriities TME gali turéti jtakos atsakui j gydyma. Imuninés
lastelés gali atpaZinti ir uZpulti véZines lasteles, taciau navikai gali j jas reaguoti ir taip iSvengti
imunings sistemos aptikimo. Todél pastebima, kad navikai, turintys didesnj imuniniy lgsteliy
skaiCiy (pvz., T lastelés), labiau reaguoja j imunoterapija — gydymo biida, kuris skatina imuning
sistemg kovoti su véziu. Be to, TME gali turéti jtakos kriities vézio lasteliy augimui ir plitimui,

apriipindama reikalingas maistines medZiagas ir signalines molekules (1.2 pav.). Kitas veiksnys,

pvz., hipoksija ar mazas deguonies kiekis, gali skatinti naviko augima ir atsparumg terapijai (Dias et
al., 2019).

Kraties navikas

Imuniteta slopinancios
Iastelés

MDSC

. * .
Makrofagai , “ NK/ILC 1 ‘ :

Eozmofllal
@ , :.
’ : j )
’ -

4 Imuniteta stimuliuojancios
Iastelés

ILC 2/3

.

1. 2 pav. Pagrindiniai krities naviko TME veikéjai. PMC -polimorfonuklearinés ir Mo —
monocitinés, MDSC - mieloidinés kilmés slopinancios Iastelés, MC- putliosios Iastelés, LC2/3 -
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jgimtos 2 ir 3 tipo limfoidinés Igstelés, } M2 panasus navikas. Manoma, kad susij¢ makrofagai ir
FoxP3+ reguliuojancios T lastelés (Treg) turi imuniteta slopinantj poveikij, o TIL - | navika
patenkantys CD4+ ir CD8+ limfocitai, NK -nattiralios zudiky, ILC1 - 1astelés/jgimtos limfoidinés 1
tipo lastelés, DC - dendritinés lastelés ir eozinofilai yra susije su prieSnavikiniu aktyvumu.
Adaptuota, pagal (Salemme et al., 2021)
Apibendrinus, ieSkant kriities véZio zymeny ir naujy strategijy prognostinavikus, yra svarbu
atsizvelgti i sudétingg ir jvairapusj naviko molekulinj profilj, iskaitant ir pacig TME. Taigi, jzZvalgos
apie krities vézio biologija, gali padéti ieSkoti naujy terapinius taikiniy ir paskatinti veiksmingesniy

prognostiniy jzvalgy ir gydymo strategijy kiirima.

1.2 Kriuties naviky patologija

Krities véziui dél savo heterogeniSkumo yra labai svarbi tiksli potipio analizé, kartu su
molekuliniu profiliu, norint nustatyti tinkama gydymo strategija ir gerinant pacienty atsaka j
gydyma. Nors tradiciniai diagnostikos metodai, tokie kaip histopatologija ir imunohistochemija
(Liu et al., 2021), buvo ir vis dar yra naudojami kriities vézio potipiams klasifikuoti, genetiniy
metody ir vaizdo gavimo pazanga suteiké naujy galimybiy tiksliau individualizuoti diagnoze (Sheth
& Giger, 2020).

Genetiniai metodal, tokie kaip naujos kartos sekos nustatymas (NGS, angl. new generation
sequencing) (Falcone et al., 2023) ir geny ekspresijos profiliavimas (GEP, angl. gene expression
profiling) (Tibshirani et al., 2003), 1émé didelj proverzj kriities vézio diagnostikoje ir klasifikavime.
NGS leidZia identifikuoti somatines mutacijas ir gemalo linijos variantus, kurie gali sukelti naviko
atsiradima, o GEP gali susisteminti ir taip pateikti visuminj vaizdg apie naviko geny raiskos
modelius. Sie metodai leido tiksliau suskirstyti kriities véZio potipius, kurie gali biiti tarpusavyje
pasizymeti skirtingomis molekulinémis savybémis ir klinikiniais rezultatais.

Siuo metu, perspektyvus kriities véZio diagnostikos metodas yra magnetinio rezonanso
tomografija (MRT, angl. magnetic resonance tomography), leidzianti pateikti i§samius krties
audinio vaizdus ir aptikti pazeidimus, kuriy mamografijoje ar ultragarsu gali nesimatyti (Alam et
al., 2019). MRT taip pat gali suteikti funkcinés informacijos apie naviko mikroaplinkg, pvz.,
kraujotakg ir deguonies tiekima, kuri gali biiti naudojama prognozuojant atsakg j gydyma.
Nustatyta, kad MRT yra ypac naudingas diagnozuojant ir gydant didelés rizikos atvejus, vertinant
pagal Seimos istorijg, pvz., turin¢ius BRCA mutacijas (Chaudhury et al., 2021).

Siuo metu, viena i§ labiausiai besivystan¢iy mokslo $aky yra radiogenomika, kuri taip pat
atrodo perspektyvi kriities vézio diagnozavimo tyrimy sriciai. Tikimasi, kad ateityje pasitelkus

radiogenominius duomenis, juos galima bus analizuoti su dirbtinio intelekto (Al , angl. Artificial
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Intelligence ) ir masininio mokymosi algoritmais, skirtais genetiniy duomeny analizei (Bismeijer et
al., 2020). Siuolaikingje ,,omiky* eroje, masininio mokymosi bei Al algoritmai leidzia efektyviai
dirbti su dideliais duomeny masyvais ir tokiu biidu kurti, analizuoti piktybinius naviky modelius,

atrasti biologinius Zymenis ir taip pagerinti diagnozes tikslumg bei gydymo atsako numatyma.

V. Statistiné pozymiy
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L)
0
Gydymo prognozé

1.3 pav. MRI (angl. magnetic resonance imaging) analizés tyrimo eiga. ROI (angl. region of
interest)

Apibendrinant galima pasakyti, kad genetiniai metodai ir MRT yra perspektyvios jvairiy
kriities véZio potipiy diagnozavimo ir klasifikavimo priemonés. Tod¢l, siekiant greitesniy ir
tikslesniy rezultaty, svarbu plésti radiogenomikos sritj, kuri pagreitina diagnostika bei sumazina

laiko sgnaudas.

1.3 Kriities naviky onkoproteiny dualiSkumas vézio genetikoje

Onkogenai gali turéti dvejopy vézio pasekmiy, ir jy aktyvinimas gali sukelti navikg skatinantj
ir navika slopinantj poveikj. Onkogeny mutacijos gali nulemti sunkiai nusp¢jama toliau esanciy

geny kaskady atsaka, valdantj 1gsteliy proliferacija, augima, migracija, apoptoze, diferenciacijg bei
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metabolizmg (Castel et al., 2020). Todél onkogeny funkcijy onkogenezés procese tyrimai vis dar
yra platus neiSspresty medicinos problemy laukas.

Norint sukurti veiksmingg tiksling terapija, biitina nustatyti onkogenus, kurie atlicka svarby
vaidmenj vystantis ir progresuojant kriities véziui. Sis dvilypumas apsunkina juy, kaip terapiniy
tiksly, potencialg ir pabrézia kriities vézio heterogeniSkos biologijos supratimo svarbg. Rety
onkogeny nustatymas, kaip kad RET (angl. rearranged during transfection), FGFR1, FGFR2,
FGFR3, turinCius dvejopa kriities vézio baigtj, yra itin reikSmingas, nes jie gali biiti unikalis
terapiniai kriities véZzio gydymo tikslai. Siy rety onkogeny gali turéti skirtingas funkcijas ir kelius
nuo placiai Zinomy onkogeny, o jy nustatymas gali suteikti naujy jzvalgy apie kriities vézio
biologija.

Apskritai onkogeny produktai onkoproteinai vaidina svarby vaidmenj perduodant
mitogeninius signalus, ypa¢ RAS- mitogeng aktyvuojancios kinazés (MAPK, angl. Mitogen-
activated protein kinases) ir fosfatidilinozitolio 3-kinazés (PI3K, angl. phosphatidylinositol
3-kinase) / baltymy kinazés B (AKT, angl. protein kinase B) keliuose (Sanchez-Vega et al., 2018).
Pavyzdziui, receptoriy tirozino kinazés (RTK, angl. Receptor Tyrosine Kinases), kurios yra
pritvirtintos prie lgstelés pavirSiaus, sgveikaudamos su baltymy ligandais, suaktyvina signaliniy
keliy kaskadas, kurios galiausia lemia specifinius lgsteliy fenotipus. Nors RTK aktyvinimas gali
suaktyvinti unikalius efektorius, RAS-MAPK ir PI3K-AKT keliai yra pasroviui nuo daugumos
RTK ir yra susij¢ su daugelio vézio ir jgimty sutrikimy vystymusi (Lemmon & Schlessinger, 2010).
RTK geny mutacijos dazniausiai stebimos sergant véziu, o jy uzkoduoti baltymai yra aktyvuojami
per jvairias mutacijas - taskines, amplifikacijas, strukttirinius geny pokycius, kas nulemia jvairialypj

vézio vystymuisi svarbiy baltymy funkcionalumg (Robertson et al., 2000).

1.4 RAS onkoproteinai ir ERK/PI3K signaliniy keliy sasaja

Prie$ pradedant kalbéti apie ERK bei PI3K signaliniy keliy sgsaja, svarbu paminéti MAPK
kaskados kelia, kuris atlieka lemiama vaidmenj perduodant ekstralastelinius signalus j branduolj ir
kontroliuojant keleta pagrindiniy lasteliy procesy, iskaitant proliferacija, diferenciacija, migracija,
apoptozg ir iSgyvenimg. Kelias apima pagrindinj trijy kinaziy vieneta: MAPK kinazes kinaze
(MAPKKK arba MAP3K), MAPK kinaz¢ (MAPKK arba MAP2K) ir MAPK, kurios nuosekliai
fosforilina ir aktyvina viena kitg (Dhillon et al., 2007). Tarp skirtingy MAPK kaskady ERK
kaskadas yra labiausiai iStirtas, o jos reguliavimo sutrikimas buvo susijes su keliomis ligomis,

jskaitant vézj.
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Apzvelgta (1.4 pav.), kad ERK kaskadg aktyvuoja RAS Seimos baltymai HRAS, NRAS ir
KRAS (Simanshu & Morrison, 2022). RAS baltymus aktyvuoja jvairiis veiksniai, jskaitant
mitogenus (Sumimoto et al., 2016), hormonus ir augimo faktorius, kurie jungiasi pric membraniniy
receptoriy, tokiy kaip su G baltymu sujungti receptoriai, interleukino receptoriai ir receptoriy
tirozino kinazes.

RAS molekulés yra mazos GTPazés, veikiancios kaip perjungimo jungikliai signaliniuose
tinkluose. Prisijunge prie GTP, jie jgyja aktyvig konformacija, leidziancig susieti ir suaktyvinti
pasroviui esancius efektorius ir perduoti signalg. RAS baltymai aktyvuojami jkeliant GTP ir
deaktyvuojami hidrolizuojant GTP. Jy vidiné GTPazés ir nukleotidy mainy veikla yra silpna, o jy
reguliavima reguliuoja guanino nukleotidy mainy faktoriai ir GTPaz¢ aktyvuojantys baltymai
(GAP). RAS aktyvuoja kelis signalinius kelius, jskaitant RAF/MEK/ERK ir PI3K/AKT/mTOR
kelius (1.4 pav.), kuriy paplitimas skiriasi priklausomai nuo RAS izoformos, 1gstelés tipo ir
konteksto (Santos & Nebreda, 1989) (Prior et al., 2020). Zinoma, kad RAS onkoproteino forma
KRAS aktyvina fosfatidilinozitolio 3-kinazés (PI3K) kelig (Nussinov et al., 2017). Taigi, PI3K /
AKT ir ERK signaliniai keliai yra svarbiis KRAS ir kriities véZio kontekste, nes véZinése lastelése
jie daznai yra nereguliuojami ir vaidina lemiamg vaidmenj skatinant lgsteliy proliferacija,

iSgyvenimg ir metastazes.
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1.4 Pav. RTK aktyvuojamos autofosforilinant tirozino liku¢ius po ligandy suri§imo, kai Ras-
GDP (neaktyvus) pavirsta ] Ras-GTP (aktyvus). Suaktyvintas Ras suaktyvina Raf, suaktyvindamas
ERK. Aktyvuotas Ras taip pat peri p110 katalizinj aktyvina PI3K subvieneta, kuris fosforilina
membranos lipidg PIP2 j PIP3. Tada PIP3 aktyvina AKT per PDK1 ir PDK2 fosforilinimo
prijungimo vietas.
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PI3K/AKT ir ERK signaliniai keliai atlicka lemiamg vaidmenj Igsteliy proliferacijoje,
iSgyvenime ir diferenciacijoje. Aktyvintas PI3K/AKT kelias, skatina lasteliy i§likima ir augima,
slopindamas apoptozg ir skatindamas lasteliy ciklo progresavima. Sis kelias daznai
hiperaktyvinamas sergant daugeliu véZzio tipy, prisidedant prie naviko atsiradimo ir atsparumo vézio
terapijai iSsivystymo. ERK kelias, taip pat zinomas kaip MAPK/ERK kelias, yra susij¢s su lasteliy
proliferacijos, diferenciacijos ir iSgyvenimo reguliavimu. Suaktyvintas ERK persikelia j branduolj,
kur gali suaktyvinti transkripcijos faktorius, kurie skatina lasteliy augima ir proliferacija. Sio kelio
reguliavimo sutrikimas daznai stebimas sergant jvairiy tipy véziu (Guo et al., 2020).

Tiek PI3K/AKT, tiek ERK keliai gali susikirsti ir paveikti epitelio-mezenchiminj peréjima
(EMT, angl. epithelial-mesenchymal transition), kuris yra labai svarbus vézio metastaziy procesas.
EMT metu epitelio Iastelés praranda savo lasteliy ir 1asteliy adhezijg ir jgyja migraciniy bei
invaziniy savybiy, transformuodamos j mezenchimines lasteles. Sj peréjima palengvina jvairdis
transkripcijos veiksniai, jskaitant Snail, Slug ir Twist, kuriuos gali reguliuoti PISK/AKT ir ERK.
PI3K /AKT ir ERK keliai, kai yra nereguliuojami, gali skatinti EMT procesg, prisidedant prie naviko
progresavimo ir metastaziy. Tai pabréZia vézio biologijos sudétinguma ir Siy keliy svarbg vézio
vystymuisi ir progresavimui.

EMT, leidZia epitelio l1gsteléms, kurioms paprastai biidingas lasteliy poliskumas ir ribotas
judrumas, atlikti biocheminius pokyc¢ius ir pasiekti mezenchiminiy lgsteliy fenotipg (Park et al.,
2022). EMT metu lastelés praranda savo epitelio savybes, iskaitant lasteliy ir 1asteliy adhezijg ir
lasteliy poliSkuma, ir jgyja mezenchimines charakteristikas, tokias kaip padidéjes mobilumas ir
invaziskumas. Sis procesas yra labai svarbus daugelyje fiziologiniy procesy, jskaitant embriogeneze
ir zaizdy gijima, bet taip pat yra susijg¢s su patologiniais procesais, tokiais kaip fibrozé ir vézio
metastazés (Montemurro et al., 2020).

Lasteliy plastiSkumas, savybé, susijusi su EMT, prisideda prie naviko lgsteliy i§gyvenimo,
migracijos, invazijos ir atsparumo terapijai. Daugelis veiksniy gali paskatinti epitelio plastiSkuma,
iskaitant aktyvuojan¢ias KRAS mutacijas, kurios aptinkamos mazdaug 30% visy vézio atvejy.
Onkogeninio KRAS lasteliy perprogramavimo supratimas gali atskleisti naujas KRAS sukelty vézio
metastaziy strategijas. Slopinimo nukreipimas j pagrindinius EMT reguliatorius, gali slopinti $io

virsmo procesg ir sustabdyti vézio progresavima.
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1.5 KRAS vaidmuo onkogenezéje

Nuo tada, kai pirma kartg buvo pastebétas onkogeniniy RAS mutacijy onkogeninis
potencialas in vitro (1.5 pav.), nustatyta, kad KRAS geny mutacijos yra labai paplitusios storosios
zarnos, plauciy ir kasos karcinomose, taip pat kriities vézyje (Prior et al., 2020).

KRAS baltymas iSsiskiria dviem savo izoformomis — KRAS-4A ir KRAS-4B. Dél
alternatyvaus ketvirtojo egzono sujungimo, Sios izoformos skiriasi tik viena aminoriig§timi. KRAS-
4B yra gausesné¢ izoforma lgstelése ir paprastai vadinama KRAS (Karnoub & Weinberg, 2008).

Taigi, KRAS4A yra santykinai reta izoforma. Atlikti tyrimai istyré KRAS4A izoformos
raiska ir funkcijg sergant kriities véziu. Tyrimas parodé, kad, lyginant su normaliais audiniais ir
lasteliy linijomis, KRAS4A yra labiau reguliuojamas kriities véZio audiniuose ir lasteliy linijose. Be
to, tyrimas parodé, kad KRAS4A isveiklinimas sumazino Igsteliy proliferacija, migracijg ir invazija
i kriities vézio lasteles. Sios i§vados rodo, kad KRAS4A gali atlikti svarby vaidmenj kriities vézio
vystymuisi ir progresavimui ir gali bati terapinis taikinys (Tsai et al., 2015).

Taciau KRAS4B yra dominuojanti izoforma daugumoje Zmogaus audiniy ir daznai mutuoja
navikuose. Gerai Zinoma, kad KRAS4B mutacijos gali sukelti signaliniy keliy nuolating aktyvacija,
lemiancia nekontroliuojamg lasteliy augima ir proliferacija, kurie galiausiai gali sukelti véZzj

(Plowman et al., 2006).
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1.5 Pav. KRAS funkcijos. Normali KRAS funkcija priklauso nuo jo potranskripcijos

modifikacijos membranos lokalizacijos, per kurig tarpininkauja daugybé fermenty. KRAS veikia

kaip BVP- guanozindifosfato /GTP - trifosfato jungiklis, kuris kontroliuoja svarby signalo
perdavimg i$ aktyvuoty membraniniy receptoriy j tarplastelines molekules.

Taigi, nors KRAS4B mutacijos kriities vézyje néra tokios daznos kaip kituose vézio tipuose,

tai vis dar yra svarbus vézio terapijos tikslas (Plowman et al., 2006). Suprasdami KRAS izoformy

skirtingus vaidmenis krities vézio procese, galime gauti svarbiy jzvalgy j kriities vézio progresijos

mechanizmus ir padéti sukurti efektyvesnes terapijas.

1.6 EGFR ir KRAS dualiskumas kriities naviky kontekste

EGFR signalinis kelias vaidina lemiamg vaidmenj sergant daugeliu vézio formy, o jo
slopinimas jau keletg mety buvo tikslinés terapijos tikslas. Taciau atsparumas anti-EGFR terapijai

yra pagrindiné problema, ir buvo nustatyta, kad KRAS mutacijy buvimas gali leisti kelti prielaida,
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kad pacientai, sergantys véziu gali nereaguoti j tikslinj gydyma pries EGFR antikiinus (Siddiqui &
Piperdi, 2010).

Nors ir daugiausia démesio buvo skiriama KRAS mutacijoms sergant nesmulkialgsteliniu
plauciy véziu (L. Wang et al., 2014) ir gaubtinés ir tiesiosios zarnos véziu (Siddiqui & Piperdi,
2010), KRAS mutacijy tyrimy svarba apima ir kitus vézio tipus, jskaitant krities vézj, kurios nors ir
palyginus retos, turi didele reik§me (Tokumaru et al., 2020). Kaip jau aptarta, KRAS mutacijy
buvimas Siose vézio formose gali nepalankiai organizmui veikti imuning sistema, tokiu biidu
slopinti organizmo geb¢jima kovoti su naviku, ir nulemti maziau palankia naviko atsako j gydyma
prognoze (Liao et al., 2019).

Veézinése lgstelése aptinkamos EGFR ir KRAS geny mutacijos. Pavyzdziui, sergant plauciy
veéziu, EGFR mutacijos dazniausiai aptinkamos sergant nesmulkialgsteliniu plauciy véziu ir yra
susijusios su padidéjusiu jautrumu EGFR inhibitoriams. Vis délto, KRAS mutacijos yra susijusios
su atsparumu EGFR inhibitoriams ir blogesne prognoze. Tokiais atvejais nukreipimas | EGFR gali
buti neveiksmingas, nes KRAS mutacijos gali suaktyvinti signalinius kelius pasroviui net ir esant
EGFR inhibitoriams gaubtinés zarnos navikuose (Lievre et al., 2008). Taigi, rysys tarp KRAS ir
EGFR sergant véziu yra sudétingas ir daznai apibtidinamas kaip dualiSkumas, kadangi,
pasireiSkiant abejoms mutacijoms, gali atsispindéti ir navika skatinantys progresuoti, ir navika
slopinantys veiksniai.

Viena vertus, KRAS aktyvacija yra susijusios su padidéjusia lasteliy proliferacija, iSgyvenimu
ir atsparumu chemoterapijai. KRAS mutacijos taip pat gali suaktyvinti pasroviui esancius signalinius
kelius, tokius kaip RAS/MAPK ir PI3K/AKT kelius, kurie skatina lasteliy augima ir iSgyvenima
(Tokumaru et al., 2020).

Kita vertus, EGFR gali turéti ir navika skatinantj, ir navika slopinantj poveikj. Zinoma, kai
EGFR yra pernelyg iSreikStas, padidéja lasteliy proliferacija, iSgyvenamumas ir metastazés. Taciau
kitais atvejais, priklausomai nuo naviko lokalizacijos, tipo ir mikroaplinkos, EGFR gali elgtis
prieSingai - navika slopinti, sukeldamas lgsteliy ciklo sustabdymg arba apoptoze (Sooro et al.,
2018).

Rysys tarp KRAS ir EGFR sergant véziu néra paprastas ir priklauso nuo specifinio Iasteliy
konteksto ir susijusiy signaliniy keliy. Norint sukurti veiksmingg tiksling vézio gydymo terapija,
svarbu suprasti molekulinius mechanizmus, kuriais grindziamas $iy veiksniy sgveika ir dalyvavimas

veézyje.
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1.7 Siuolaikiniai genetiniai slopinimo biidai ir praktika

Taikant interferuojanc¢ios RNR (RNAi) metodg RNR yra nukreipiama j konkrecius genus ir
juos nutildo. Viena i§ interferuojan¢ios RNR molekuliy yra maza tildanti dvigrandé RNR (siRNR)
molekulé, sugebanti prisijungti prie specifiniy RNR seky. siRNR gali biiti labai veiksminga
nukreipiant j dominancius genus, ta¢iau organizmo lasteléms gali biiti sunku SIRNR paimti ir ji gali
lengvai susiskaidyti. siRNR yra dvigrandé RNR molekulé, galinti prisijungti prie specifiniy
pasiuntiniy RNR (mRNR) ir jas suskaidyti, o tai lemia tikslinio geno raiskos nutildyma (Hu et al.,
2020).

siRNR, kurios ilgis jprastai yra 18-22 nt, gali nukreipti ir suardyti specifinius mRNR genus
(1.6 pav.), todél tiksliam jos veikimui yra svarbu:

Specifiskumas: siRNR turéty biiti sukurta taip, kad buty nukreipta j konkrec¢ig mRNR seka ir
neturéty jokio pasalinio poveikio. SpecifiSkumas gali biiti pagerintas naudojant siRNR
projektavimo jrankius, kuriuose atsizvelgiama j tiksling mRNR sekg, termodinaminj stabilumg ir
galimus netikslinius efektus (Seok et al., 2018).

Isisavinimas: siRNR turéty sugebéti efektyviai nutildyti tikslinio geno ekspresijg. Isisavinima
galima pagerinti optimizuojant siRNR koncentracija, transfekcijos salygas ir pristatymo biidg
(Shinohara et al., 2021).

Stabilumas: siRNR turi biiti stabili ir greitai neskaidoma endogeniniy nukleaziy. Stabilumg galima
pagerinti modifikuojant siRNR struktiirg, pavyzdziui, naudojant chemiskai modifikuotus
nukleotidus (EImén et al., 2005).

MaZas imunogeniskumas: patekusi ] lasteles, siRNR neturéty sukelti imuninio atsako.
Imunogeniskumg galima sumazinti naudojant siRNR su atitinkamomis modifikacijomis arba
tiekimo sistemomis (Kanasty et al., 2012).

Minimalus netikslinis poveikis: siRNR neturéty nutildyti nenumatyty geny ar turéti kitokio
netikslinio poveikio. Netikslinius efektus galima sumazinti naudojant siRNR projektavimo jrankius,
kurie vengia homologijos su kitais genais, ir atliekant atitinkama kontrole (Khvorova & Watts,
2017).
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1.6 pav. Ilga dvigrandé RNR (dsRNR) jvedama j citoplazma, kur fermentas Dicer suskaido |
siRNR. Arba siRNR gali biiti jvedama tiesiai j Igstele. Tada siRNR yra jtraukta ] RNR sukelta
tildymo kompleksg (RISC), todeél RNR jutimo grandiné suskaidoma argonaute 2 (AGO2).
Suaktyvintas RISC — siRNR kompleksas iesko, jungiasi ir suskaido komplementariag mRNR, o tai
lemia tikslinio geno nutildyma. Tada aktyvuotas RISC — siRNR kompleksas gali biiti perdirbtas,
kad buity sunaikinti identiski mRNR taikiniai. Adaptuota (Whitehead et al., 2009)

Apibendrinant, siRNR yra viena i§ vézio geny modeliavimo strategijy, siekiant selektyviai
nutildyti tiksliniy geny ekspresija. siRNR gali buti sukurtos taip, kad biity nukreiptos | KRAS
raiSkos tildyma, taip slopinant kriities vézio Igsteliy augimg ir dauginimasi (Zhang et al., 2020). Be
to, tyrimai su navikinémis kriities vézio lasteliy tyrimais parodé efektyvuma tildant KRAS ir
epitelinio-mezenchiminio virsmo kelig, kuris tiesiogiai siejasi su mestastaziy tikimybe (Zhang et al.,
2020). Todél siRNR pagrista terapija, skirta KRAS, gali biiti vienas i§ perspektyviy kriities vézio
gydymo metody.

Biitina paminéti antikiinus, kuri§ poveikis nukreiptass j specifinius baltymus, jau senai
jsitvirtino medicinoje kaip gana efektyvus ir perspektyvus btidas gydyti kriities vézj (1.7 pav).

Terapiniy antikiiny sritis sparciai plétési ir Sie veiksniai tapo vieni placiausiai naudojamy, vis dar
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turintys didel;j taikymo gyvymui vystymo potenciala. Antiktinai tradiciSkai buvo naudojami véziui,

autoimuninéms ligoms ir infekcinéms ligoms gydyti (Lu et al., 2020).

I 4 Monokloninis antiklnas,
EGF ' v

specifinis EGFR
| EGFR
..l DOCOOOOOOOOCOOOOOOOOCOO

D

Branduolys
proliferacija, apoptoze,
migracija, angiogenezeé

1.7 pav. EGFR kelias. Piktybinése lastelése EGF susijungia su EGFR ir aktyvuoja EGFR
kelia, kuris inicijuoja signaliniy keliy kaskada pasroviui per RAS/RAF/MAPK ir PI3K/AKT/mTOR
asis, o tada skatina lgsteliy proliferacija. anti-EGFR mAb d¢l konkurencinio prisijungimo prie
ekstralgstelinio EGFR domeno sukelia receptoriy degradacija ir EGFR signalo perdavimo kelio
slopinima, taip pat dél nuo antikiiny priklausomo citotoksinio poveikio slopina EGFR proliferacija.
naviko lgsteles ir sukelti apoptoze, kad biity pasiektas naviko kontrolés efektas. Adaptuota pagal
(Yuan et al., 2022)

Antikiinai gali buti sukurti taip, kad nukreipty j specifinius véziniy lasteliy pavir§iaus
baltymus, kuriuos imuniné sistema gali atpazinti ir sunaikinti. Viena i§ galimy kriities vézio
gydymo strategijy, skirta nukreipti ] EGFR, yra monokloniniy antikiingy (mAB), kurie specifiskai
jungiasi prie EGFR ir blokuoja jo funkcijg, naudojimas. EGFR mAb jungiasi prie tos pacios vietos,
kur paprastai jungiasi EGFR ligandai irtaip uzkerta kelig EGFR aktyvacijai ir dimerizacijai (E. S.
Kim et al., 2001). Kai antikiinas prisijungia prie EGFR, vézio lastelé internalizuoja ir skaido EGFR
baltymg (Doody et al., 2007). Be to, nustatyta, kad EGFR mAb stimuliuoja imuninj atsakg prie$

veézines lgsteles. Jie skatina imuning sistema atakuoti vézines lgsteles per mechanizma, vadinama
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nuo antikiiny priklausomu lgsteliy sukeltu citotoksiSkumu, kai imuninés Igstelés, tokios kaip
natiiralios Zudancios lastelés, atpazjsta ir sunaikina vézines lgsteles, pazymétas EGFR mAb. Be to,
EGFR mADb taip pat gali stimuliuoti T-1asteliy sukeltg imuninj atsaka, kai T lgstelés atpazjsta ir
tiesiogiai sunaikina vézines lasteles (Trivedi et al., 2014).

Apibendrinant, galima pastebéti, kad KRAS raiSkos slopinimas, pavyzdziui, naudojant RNAI,
ir antikiinai prie§ EGFR gali turéti sinerginj poveikj ir pagerinti EGFR slopinimo veiksminguma
sergant kriities véziu. Norint visiSkai suprasti $iy strategijy potencialg efektyviam gydymui, reikia

atlikti detalesnius ir iSsamesnius tyrimus.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Medziagos

Tiriamasis objektas:
Zmogaus kriities navikiniy lasteliy linijos MCF-7 ir MDA-MB-231: padovanotos
Nacionalinio véZio instituto Imunologijos laboratorijos

2.1 lentelé. Naudoty medziagy saraSas

MedzZiaga Gamintojas

Kriogeniniai megintuvéliai CryoKING, Kinija
Mettler-Toledo,

10 pL, 20 pL, 200 pL, 1000 pL sterilis RAININ antgaliai JAV
NerbePlus,

15 mL, 50 mL sterilus centrifuginiai mégintuvéliai Vokietija

24 Sulinéliy, 48 Sulinéliy TPP® ploksteles

Anti-EGFR (Ab-3) Mouse mAb (225) Sigma-Aldrich,

Acto ragstis 100%, etidZio bromido tirpalas Vokietija

Neutral Red dazas

50x TAE elektroforezés buferinis tirpalas
96 Sulinéliy plokstelé
antibiotikai (penicilinas 10 000 vnt/mL, streptomicinas 10 000 pg/mL);

BioLite 25 cm? flakonai
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR with dsDNase

GeneJET RNA Purification Kit

Geny raiskos rinkinys "Applied Biosystems SYBR Green™ PCR Master
Mix"

Invtrogen Dimetilsulfoksidas (DMSO):

Lipni PGR skirta plévele

Minimum Essential Medium (MEM)

Opti-MEM™ | Reduced Serum Medium Gibco™
RNA Ladder High Range RNR ilgio standartas; 6x Loading
dye elektroforezés dazas

SiRNR rinkinys "Invitrogen Silencer® Select siRNA"

Thermofisher, JAV

skai¢iavimo plokstelés Countess Counting Chamber Slides
TopVision Low Melting Point agarozé

Transfekcijos reagentas "Invitrogen Lipofectamine™ RNAIMAX"
tripano mélio tirpalas

verselio serumas (FBS)

Dulbecco fosfatiniy drusky buferis (DPBS)

200 pL mikromégintuvéliai

Vilniaus degtiné,
96 % etanolis Lietuva




Tyrimo metu naudota jranga:

Automatinis lgsteliy skai¢iuotuvas Countess™ 3 FL: Invitrogen
Centriftiga 5424 ir 5810R: Eppendorf

Geliy dokumentavimo sistema MiniBIS Pro: DNR Bio-Imaging systems

Horizontali geliy elektroforezés sistema — elektroforezés srovés Saltinis BluePower500 ir

elektroforezés vonelé: Serva

II saugumo klasés laminariné traukos spinta: Alpina

Mikocentrifiga Micro22: Hettich

Mikroskopas Eclipse TS100: Nikon

Mikroskopo kamera DS-Fi2: Nikon

Spektrofotometras NanoDrop One C: ThermoScientific

Termocikleris Labcycler: Senso Quest GmbH

Varioskanas LUX: ThermoScientific

QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System, 96-well, 0.2 mL: ThermoScientific

Tyrimo metu naudota programiné jranga:

Eurofins Genomics' siRNA design tool

ImageJ su Java 1.8.0

Microsoft Access, versija 16.72

Microsoft Excel, versija 16.83

Mikroskopo kamerai pritaikyta jranga NIS Elements, versija 4.00
Python, versija 3.11.3

STRING internetinis jrankis, versija 11.5

Varioskano programiné jranga Skanit RE, versija 6.02

26



2.2 Metodai
2.2.1 Lasteliy kultivavimas ir kultiiros

Zmogaus kriities navikinés lasteliy MCF- 7 ir MDA-MB-231 linijos buvo augintos MEM
mitybingje terpéje, praturtinta 1 % antibiotiky miSiniu (penicilinu 10 000 vnt./mL ir streptomicinu
10 000 pg/mL) ir 10 % verSelio serumu. Lastelés i$sétos lgsteliy auginimo flakonuose ir
plokstelése, o po to auginamos inkubatoriuje, kuriame palaikoma drégme, 5 % COz ir 37 °C
temperatura.

Lastelés buvo perséjamos pasiekus 80-90 % tankj. Perséjimo metu buvo nusiurbiama Igsteliy
mitybiné terp€, flakono dugnas buvo praplaunamas Dulbecco fosfatiniu buferiu ir po to uzpilama
natiiraliu proteolitiniy ir kolagenoziniu fermenty tirpalu lgsteliy atkabinimui nuo flakono dugno. Po
lasteliy inkubacijos su fermenty miSiniu inkubatoriuje, lastelés buvo persétos 1:4 santykiu ir

eksperimentuose naudotos logaritminio augimo fazéje.

2.2.2 Lasteliy atSildymas

MCF-7 ir MDA-MB-231 atsildytos vandens voneléje 37 °C temperatiroje. AtSildyta Igsteliy
suspensija sulasinta j auginimo terpe (MEM+1% antibiotikai) su 10% FBS, nucentrifuguota.
Nupylus supernantanta, suspenduota ir auginta terpéje (MEM+1% antibiotikai) su 20% FBS, 37 °C
5% inkubatoriuje. Po 24 val., lasteléms terpé pakeista j jprasta auginimo terp¢ MEM+1%
antibiotikai) su 10% FBS.

2.2.3 Lasteliy uzsaldymas

MCEF-7 ir MDA-MB-231 lgstelés saldytos Saldymo terpéje, kurig sudaro 90% FBS + 10%
DMSO. Po lgsteliy atkabinimo su Iml EDTA-tripsino tirpalo/akutazés tirpalu, lastelés
nucentrifuotos, suspenduotos ir iSpilstytos j kriogeninius mégintuvélius, juos perkelus j -80 °C

Saldiklj. Po 24 val., ilgalaikiam saugojimui Igstelés perkeltos j -150 °C Saldikl;j.

2.2.4 Reagenty citotoksiSkumo nustatymas

Norint nustatyti eksperimente naudojamy siRNR ir antikiino prie§ EGFR citotoksisSkuma
kriities navikiniy lasteliy linijos buvo i§sétos j 24 Sulinéliy ploksteles 5-10° tankiu. Po 24 val.
auginimo lastelés toliau para buvo inkubuojamos su 5 pM siRNR arba 20 uM antiktinu pries EGFR.
Pra¢jus inkubacijos laikui, reagento citotoksiSkumas buvo nustatomas su neutraliai raudonu dazu,
kurj pasisavina gyvybingy lasteliy lizosomos aktyviojo transporto biidu. Prie§ eksperimentg dazas
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buvo skiedZiamas su lasteliy mitybine terpe iki 0,4 % koncentracijos ir paliktas 2 val inkubatoriuje,
norint jj prisotinti CO2. Po inkubacijos dazas nucentrifuguojamas 600 x g 10 min. Po dazo
pasisavinimo lastelés yra praplaunamos.

Pries§ naudojima miSinys buvo nucentrifuguotas 600 x g 10 min. Po 24 val. poveikio siRNR ir
antikiinu prieS EGFR lasteliy terpé buvo pakeista j terpg su Neutral Red (0,4 %) ir 1astelés
plokstelés paliktos inkubatoriuje 2 val. Po to terpé nusiurbta, lgstelés praplautos su DPBS ir Neutral
Red dazas tirpintas 100 uL 0,5 % acto ruigsties. Varioskanas LUX naudotas 10 min. vidutiniu
greiCiu kratyti ploksStele ir pamatuoti optinio tankio sugertj ties 540 nm. Lasteliy morfologijos
poky¢iai buvo stebéti po 24 val. invertuotu mikroskopu fotografuojant sulinélius. Gyvybingumo
tyrime abiejy lasteliy linijy kiekvienai salygai buvo atlikti trys biologiniai pakartojimai bei bent trys
nepriklausomi eksperimentai. Lasteliy gyvybingumas buvo apskaiciuotas kaip visy nepriklausomy

eksperimenty kontrolés procentiné iSraiska.

2.2.5 Lasteliy transfekcija siRNR

MCF-7 ir MDA-MB-231 lgstelés transfekcijai siRNR issétos 5 x 10° Iast/cm?® tankiu, MEM
terpéje. Transfekcija siRNR padaryta 24 val. po lasteliy i§séjimo, lastelés buvo stebimos Sviesiniu
invertuotu mikroskopu, nustatomas citotoksiSkumas po 24 val. Nustaciys citotoksiSkuma, pagal
gamintojo (Invitrogen) rekomendacijas, lastelés transfekuotos, kartu su siRNR, slopinan¢ia Kras-A
ir Kras-B Kras geno (geno banky nrNM_033360.4, nr. NM_004985.5) transkripty raiska ir
siRNR, kuri nesavita jokiam zmogaus genui (NK-SiRNR), bei teigiama kontrole (TK-siRNR),
nurodytos 2.1 lenteléje. Norint sukontruoti sSiRNR buvo pasitelkta Eurofins Genomics' SIRNA

design tool jrankis, pazymint seka, kuri skiriasi tarp 4 egzono alternatyvaus splaisingo varianty.

2.2 lentelé. SiRNR sekos

SIRNR Vedancioji siRNR grandiné Keleiviné siRNR grandiné
SIRNR-Kras-A | 5 UAUUGUCGGAUCUCUCUCACC 3° | UGAGAGAGAUCCGACAAUALt
siRNR -Kras-
B 5’AACUAAUGUAUAGAAGGCAUC 3’ | UGCCUUCUAUACAUUAGUULtt

Transfekcijos metu lgstelés buvo pasiekusios 60-80% konfulentiSkuma. Lékstelei paruoStas
transfekcijos miSinys -siRNA ir Lipofectamine RNA1 MAX reagento kompleksas: per Sulinél; 24
Sulinéliy ploksteléje 10 pmol siRNR skiesta su 25 ul OptiMEM terpe, bei 1,5 ul RNAIMAX

skiestas su 25 ul OptiMEM terpe, sumaisius santykiu 1:1 praskiestus transfekcijos reagentg su
28




siRNR, buvo sumaisyta ir inkubuota 5 min, o véliau susidar¢ kompleksai tolygiai sulasinti ir
paskirstyti lekSteléje su lastelémis. Eksperimentas, atliktas su 3 techinénimis ir 2 biologinémis

kopijomis.

2.2.6 Lasteliy kultiiry migracijos tyrimas

Lasteliy migracijos tyrimas pries$ ir po poveikio su siRNR ir anti-EGFR buvo atliktas
naudojant padarant ,,zaizda* su 10ul pipetés antgaliu.

MCF-7 ir MDA-MB-231 Igstelés iSsétos j 24 Sulinéliy plokstelg po 5-10 Iast. / Sulinél;.
Lastelés palickamos 24 val. inkubatoriuje jprastomis sglygomis (37 °C, 5 % CO2) ir po to
transfekuotos ir veiktos pries antikiing EGFR. Pragjus parai, lastelés praplautos su DPBS ir pakeista
] mitybing terpe.

Lasteliy migracija stebima fotografuojant Iasteles invertuotu mikroskopu iki tarpo (,,zaizdos*)
uzsidarymo (arba Siuo atvejy MCF-7 Igsteléms — neilgiau 3 dieny). Duomenys analizuojami
matuojant neuzsidariusios ,,zaizdos* pavirSiaus plota su ImageJ programa ir iSreiSkiant migravima
kaip kontrolés (pradinio pavirSiaus ploto) procenting iSraiSka. Duomenys vaizduojami naudojant
Microsoft Excel (2018) kaip uzsidariusios zaizdos procenting iSraiska pagal formule:

Spav.(uzsidariusios ,,zaizdos) = 100 % — Spav. (neuzsidariusios ,,zZaizdos*)

Spav. — pavirSiaus plotas.

2.2.7 Visuminés RNR iSskyrimas bei kokybinis ir kiekybinis jvertinimas

MCF-7 ir MDA-MB-231 lgstelés buvo issétos j 24 Sulinéliy plokstele po 5-10° 1ast. / Sulinélj
ir inkubuojamos 24 val. Tada terpé nusiurbta ir kontroliniuose Sulinéliuose pakeista j nauja terpe, o
poveikio Sulinéliuose j terpe su 10 uM siRNR koncentracija ir 2 uM antiktinu prie§ EGFR. Po
24 val. poveikio Igsteliy kultiirose terpé buvo nusiurbta, lastelés praplautos su DPBS, ir atkabintos
su Accutase fermenty miSiniu. Lasteliy kultiros buvo nucentrifugutos ir surinktos } mégintuvélj,
300 x g 5 min, supernatantas paSalintas ir lgstelés suspenduotos. Toliau MCF-7 ir MDA-MB-231
Igsteliy kulttiry visuminé RNR iSskirta naudojant GeneJET RNA Purification Kit pagal gamintojo
rekomendacijas (Thermofisher). ISskirtos visuminés RNR kokyb¢ ir koncentracija nustatyta
naudojant NanoDrop One C spektrofotometrg pagal gamintojo rekomendacijas (Thermofisher).

Buvo naudojamas 1 pl kiekvienos salygos RNR méginio. Optinés sugertis ties 260 nm ir 280
nm santykis Azso280 naudotas jvertinti RNR grynumg. Grynos RNR verté turéty bati ~ 2,0. 260 nm
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ir 230 nm santykis Azso/230 jvertina nukleoriigséiy grynumg ir uzter§ima organinémis medziagomis.
Sis jvertis turéty biti intervale 2,0-2,2.

ISskirtos visuminés RNR integralumas jvertintas agarozés gelyje. Paruostas 1,5 % agarozés
gelis (1,5 g agarozés istirpinta 100 mL elektroforezés buferinio tirpalo (0,04 M tris—acetato,
0,001 M EDTA). Agarozei istirpus jpilta 1 % EtBr tirpalas ir iSmaiSyta. Agarozés tirpalas
atSaldytas iki 60—70 °C ir atsargiai supiltas j paruosta gelio formavimo vietg (su ,,Sukomis*
suformuoti duobutes) horizontaliame elektroforezés aparate. Sustingus agarozeli, ,,Sukos® iStrauktos,
gelis perkeltas j elektroforezés aparata. Elektroforezés buferinis tirpalas jpiltas taip, kad gelis buty
visiskai apsemtas. Saldomajame stovelyje mikromégintuvéliuose paruosti méginiai: 5 pL
iSgrynintos RNR méginio sumaiSyta su 5 pL 2x elektroforezés dazu; 2 pL RNR ilgio standarto
sumaisyta su 2 uL 2x elektroforezés dazo; neigiamai kontrolei naudotas vanduo vietoje RNR
méginio; teigiamai kontrolei naudotas zinomo RNR integralumo (RIN) RNR méginys (RIN = 10).
Paruosti méginiai kaitinti 70°C temperattiroje 5 min., po to mikromégintuvéliai greitai perkelti |
Saldomajj stovelj. | paruostg gelj jnesti visi méginiai (po 10 pL RNR méginiy ir 4 UL RNR ilgio
standarto su elektroforezés dazu). Elektroforezé vykdyta 1 valanda esant 100 V jtampai. Praéjus
elektroforezei RNR fragmentai fotografuoti UV Sviesoje (365 nm bangos ilgis) naudojant geliy

dokumentavimo sistema MiniBUS Pro.

2.2.8 Kopijinés DNR generavimas, amplifikacija ir realaus laiko PGR

Kopijinés DNR (kDNR) buvo susintetinta atvirkstinés transkripcijos metu i§ iSskirtos 23 ng
RNR, pagal gamintojo rekomendacijas (Thermofisher). | kiekvieng méginj paimama 12 ul kDNR
miSinio, pridedant 25 ng RNR. Méginiai trumpai centrifuguojami, atlickama atvirkStiné

transkripcija termocikleryje (2.3 lentelé)

2.3 lentelé kKDNR Zingsniai

Zingsnis Temperatiira Laikas Ciklai
Uracilo-DNR glikozilazés )
_ . 50 °C 2 min. 1
inkubacija
Fermenty aktyvacija 95°C 20 sek. 1
kDNR ardymas 95°C 1 sek.
Pradmeny prisijungimas ir 40
) q-p- juns 60 °C 20 sek.
prailginimas
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Norint atlikti tikro laiko PGR buvo ruoSiami geny pradmeny tirpalai. Mikrocentrifuginiame
megintuvelyje jpilta 5 pl atvirkStinio pradmens tirpalas ir 5 pl j priekj orientuoto pradmuo (2.4
lenteleé). | mégintuvelj pripilta 40 pl H20. Mégintuvélis Svelniai sumaiSytas, kad gerai pasisikirstyty

turinys, kelis kartus supipetuotas.

2.4 lentelé. Pradmeny sekos

Pradmuo Tiesioginé seka Atvirkstiné seka
KRAS-A 5-AGATGTGCCTATGGTCCTGGTAG-3' | 5-CAATCTGTACTGTCGGATCTCTCTC-3'
KRAS-B 5-GATGTGCCTATGGTCCTGGTAG-3' | 5-CATCGTCAACACCCTGTCTTG-3'
EGFR 5-AACACCCTGGTCTGGAAGTACG-3' | 5-TCGTTGGACAGCCTTCAAGAC-3'
FBXW/7 5-GTTTGGTCAGCAGTCACAGGCA-3' | 5-CCACACTTTGAGTGTCCGATCTG-3'
MAML1 5-GCAACAGCAGTTCCTTCAGAGG-3' | 5-GTGAACTGTCCAACCTGCTGTG-3'
VIM 5-CCTTGAACGCAAAGTGGAATC-3' 5-GACATGCTGTTCCTGAATCTGAG-3'
CADH1 5-ATTTTTCCCTCGACACCCGAT-3' 5-TCCCAGGCGTAGACCAAGA-3'

18s 5-ACCCGTTGAACCCCATTCGTGA-3 | 5-GCCTCACTAAACCATCCAATCGG-3'

Toliau trims 96 Sulinéliy ploksteléms buvo ruosiamas SYBR Green misinys. | atskira 1 ml
mégintuvelj jpilta 136,9 ul H20 (3,7 pl — 1 reakcijai), jpilta 185 ul SYBR green 1x (5 pl — 1 reakcija
ir 11,1 pl (0,3 pl — 1 reakcija) pradmeny misinio. Viskas $velniai sumaisyta ir supipetuota, beti
trumpai nucentrifuguota, kad buty surinkti laseliai nuo meégintuvélio sieneliy.

Supils¢ius 96 Sulinélius plokstelé buvo uzklijuota specialia PGR reakcijoms skirta lipnia
plévele. Pries paleidziant realaus laiko PGR reakcijg plokstelé buvo nucentrifuguota 1000 x g 1
min. Reakcijos nustatymams suprogramuoti buvo laikytasi gamintojo rekomendacijy QuantStudio
sistemai (2.3 lentelé¢).

Kiekvienoje ploksteléje buvo 8 geny trys techniniai pakartojimai. IS visy geny, 18s buvo
,,namy ruoSos“ genai (angl. housekeeping genes) ir 6 EMT genai (2.4 lentelé). 2D lasteliy kultary
tyrimui vienoje plokstel¢je buvo pilstomas vienas i§ techniniy pakartojimy kontrolei (neveikty
lasteliy RNR) ir vienas techninis pakartojimas poveikiui (SIRNR ir anti-EGFR doze paveikty
lasteliy RNR). Taip supilstytos SeSios plokstelés, po dvi kiekvienai lgsteliy linijai. Viena plokstelé
su dviem techniniais pakartojimais.

Ct verciy nustatymas: ciklo slenkscio (Ct) reik§mes, kurios parodo ciklo skaiciy, kai
fluorescencinis signalas pasiekia tam tikrg slenkstj, buvo uzregistruotos ir tiksliniams genams, ir

etaloniniam genui.
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Santykinés raiSkos apskaiciavimas: Santykiniai geny raiskos lygiui apskaiciuoti buvo
naudojamas 2/-2ACY metodas.

Pirma, aCt verté buvo nustatyta atimant kontrolinio geno Ct verte i$ kiekvieno méginio
tikslinio geno Ct vertés. Tada aaCt verté buvo gauta atémus kontrolinio méginio ACt verte 1§
kiekvieno paveikto méginio ACt vertés. Galiausiai, santykinis kiekvieno geno raiskos lygis
poveikio méginiuose buvo apskai¢iuotas pakélus 2 laipsniu iki neigiamos AACt vertes:

aCt = Ct (tiriamasis genas) — Ct (,,namy ruo$os“ genas)

2aCt = ACt (tiriamasis genas) — oCt (,,namy ruo$os* genas)

Geny raiska kartais (FC, angl. fold change) = 2 (aace)

Geny raiska buvo laikoma reik§mingai pakitusi, kai [log2FC| = 1.

2.2.9 Statistiné analizé ir skai¢iavimai

Norint nustatyti skirtumy tarp poveikio ir kontroliniy grupiy reik§minguma, buvo atlikta
statistiniai testai. Patikrinus duomeny normaluma, naudota dispersijos analizé (ANOVA) ir post-
hoc Tukey testai. Eksperimentus sudaré du biologiniai pakartojimai, kuriy kiekvieng sudaro trys
techniniai pakartojimai. Geny raiskos tyrimas buvo sutelktas j septynis genus (KRAS, EGFR, VIM,
MAML1, CDH1) dviejose lasteliy linijose (MCF-7, MDA-MB-231) ir tris poveikio sglygas (anti-
EGFR, siRNR-KRAS-A, siRNR-KRAS-B), iskaitant kontroling grupe, genai suklasterizuoti
hierarchinio klasterizavimo metodu ir pavaizduoti heatmap. Statistiskai reikSmingais skirtumai
laikyti, kai p < 0,05.

Skaic¢iavimams ir rezultaty grafikams kurti naudotos Microsoft Office Excel 365 (Microsoft
Corporation, JAV), ImageJ (su Java 1.8.0 ), Python 12.0 (StatSoft, JAV) programinés jrangos,
paraSytas kodas pateikiamas priede nr. 1..
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3. REZULTATAI
3.1 Lasteliy kultary gyvybingumo tyrimas

Siame tyrime skirtingiems poveikiams buvo vertinamas citotoksinis poveikis dviem krities
vézio lasteliy linijoms MDA-MB-231 ir MCF-7 po 24 valandy. Tyrimas apémé SIRNR-KRAS-A ir
SiIRNR-KRAS-B, siRNR teigiama kontrole (TK), siRNR neigiamg kontrole¢ (scramble), anti-EGFR
pries EGFR ir kontroling grupe. Lastelés buvo veiktos siRNR, kurios koncentracija buvo 10 pM, ir
anti-EGFR, kurios koncentracija buvo 2 uM. Tada lgsteliy gyvybingumas buvo jvertintas naudojant
neutraliai raudono dazo testa, kolorimetrinj metoda, pagrista gyvybingy lasteliy geb¢jimu jtraukti ir
suriSti supravitalinj dazg j lizosomas.

MDA-MB-231 Iasteliy linijoje siRNR-KRAS-A parodé reikSmingiausig citotoksinj poveikj, o
lasteliy gyvybingumas sieké ~74 %, palyginti su kontroline grupe. Kita vertus, siRNR-KRAS-B
buvo maziau citotoksiska, o gyvybingumas sieké ~95 %. Kiti poveikiai, jskaitant siRNR teigiamag
kontrole, siRNR neigiamg kontrole ir anti-EGFR, lgsteliy gyvybingumo procentas buvo atitinkamai
mazdaug 86 %, 92 % ir 87 %.

MCF-7 lasteliy linija parodé didziausig lasteliy gyvybinguma esant siRNR-KRAS-A ~100 %.
Jis taip pat pasizymejo didesne tolerancija siRNR-KRAS-B, siRNR teigiamg kontrole ir anti-EGFR,
o lasteliy gyvybingumo procentas buvo atitinkamai ~88 %, ~98 % ir ~82 %. Neigiama siRNR
kontrolé (toliau - SIRNR-scramble) turéjo nereikSmingg poveikj lasteliy gyvybingumui 103 %.
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3.1 pav. Neutraliai raudono spalvos dazo citotoksisSkumo tyrimas. Tiriamosios grupés:
SIRNR-KRAS-A ir siRNR-KRAS-B, siRNR teigiamg kontrol¢ (TK), siRNR neigiamg kontrole
(scramble), anti-EGFR ir kontroling grup¢. Raudona spalva — MDA-MB-231 lIgstelés, mélyna —

MCEF-7. Grafike pazyméti SD; 3 biologiniai ir 3 techniniai pakartojimai

3.2 Lasteliy migracijos tyrimas

Siame tyrime buvo jvertinta migracija, taikant skirtingg poveikj dviejy kriities vézio Iasteliy
linijy, MDA-MB-231 ir MCF-7, migracijai per 24 ir 48 valandas (3.2 pav.). Tyrimas apémé siRNR-
Kras-A, siRNR-Kras-B, siRNR-skramble ir kontroling grupes. Matoma tendencija, rodanti
spariausig ,,zaizdos* uzsitraukimg tick MCF-7, tiek MDA-MB-231 kontrolinése grupése, lyginant

su poveikiu.

34



100 A

80 1

Lasteliy migracija, %

20 A

50

S
[=]

Lasteliy migracija, %

=
o
1

3.2 Pav. Krities navikiniy lasteliy migracijos pokytis per 24 ir 48 val. A— MDA-MB-231
linija,paveikta SiRNR-KRAS-A, siRNR-KRAS-B, siRNR-scramble bei lastelés be poveikio
(kontrol¢). B — MCF-7 linija,paveikta SIRNR-KRAS-A, siRNR-KRAS-B, siRNR-scramble bei
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lastelés be poveikio (kontrolé)

MCF-7 ir MDA-MB-231 lgsteliy migracija buvo jvertinta per laiko taskus, 24 ir 48 valandas

(3.3 pav.).

MCF-7 lasteliy (3.3 pav. A) migracijos pokytis nuo ,,zaizdos* padarymo siRNR-KRAS-A

buvo 30+2 % po 24 val. ir Siek tiek padidéjo iki 35 % = 4 po 48 val. Lasteliy veikty siRNR-KRAS-

B migracija padidéjo nuo 40+3 % per 24 val. iki 50+5 % po 48 val.. Poveikis siRNR-scramble

maziau slopino Igsteliy migracija ir buvo stebimas pokytis nuo 55+4 % po 24 val. iki 656 % po 48

val.. Kontroliniame méginyje lasteliy migracija sické 65+6 % po 24 val. ir toliau padidéjo iki 75+8

% po 48 val..

MDA-MB-231 Igsteliy linijoje (3.3 pav. B) migracijos procentas veikiant siRNR-KRAS-A

buvo 43+ 3 % po 24 val., o po 48 val. padid¢jo iki 5245 %. Po poveikio siRNR-KRAS-B,
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pastebimas lgsteliy migracijos padidéjimas nuo 38 +4 % per 24 val. iki 72+6 % po 48 val. Na, 0
siRNR-scramble migracija kito nuo 34+2 % po 24 val. iki 56+4 % po 48 val. Kontroliniame
méginyje ,,zaizda® pilnai uzsitrauke, t.y., lasteliy migracija nuo 45+5 % po 24 val. pasieké 100 £7
% po 48 val.

A - MCF-7

24 valandos
I 48 valandos

80 1

Lasteliy migracija, %

siRNR-KRAS-A siRNR-KRAS-B siRNR-scramble Kontrole
Poveikis

B - MDA-MB-231

24 valandos
1001 mmm 48 valandos

Lasteliy migracija, %

SiRNR-KRAS-A SsiRNR-KRAS-B siRNR-scramble Kontrolé
Poveikis

3.3 pav. Migracijos pokytis per laikg. A — MDA-MB-231 Iasteliy linijos pokytis po 24 val. ir 48 val., B
— MCEF-7 lasteliy linijos pokytis po 24 val. ir 48 val.

Toliau istirtas anti-EGFR poveikis lgsteliy migracijai dviejuose skirtinguose lgsteliy tipuose:

MCF-7 (3.4 pav. -) ir MDA-MB-231 (3.5 pav. B). Poveikis anti-EGFR, buvo lyginamas su
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kontroline grupe. Lasteliy migracija buvo stebima dviem laiko taskais: 24 valandas ir 48 valandas

po poveikio.

MCF-7 lasteliy (3.4 pav. A.) poveikis anti-EGFR parodé¢ lasteliy migracijos sumazéjima,

palyginti su kontroline grupe, ir po 24 valandy (2542 %) ir po 48 valandy (40+4 %). Panasi

tendencija buvo pastebéta MDA-MB-231 lastelése (3.4 B pav.), kur anti-EGFR veiktos grupés

lasteliy migracija sumazéjo po 24 valandy (32+7 %) ir po 48 valandy (68+10 %), palyginti su

kontroline grupe. grupé.

Taciau abiejy tipy lastelése Iasteliy migracija padidéjo nuo 24 iki 48 valandy. MCF-7

lastelése migracija padidéjo nuo 25 % po 24 valandy iki 40 % po 48 valandy, veikiant anti-EGFR, ir

panasus padidéjimas buvo pastebétas MDA-MB-231 Igstelése — nuo 32 % iki 68 %. Kontrolinés

grupés taip pat parode, kad laikui bégant padidéjo abiejy tipy lasteliy migracija.

3.4 pav.

A - MCF-7

] 24 valandos
EEm 48 valandos
I -

anti-EGFR Kontrole
Poveikis

Lasteliy migracija, %
NOWw A U @ N ©
o o o o o o o

=
o

o

B - MDA-MB-231

24 valandos
1001 mmm 48 valandos
80
60
40 I
|
20 A
0

anti-EGFR Kontrole
Poveikis

Lgsteliy migracija, %

Migracijos pokytis per laikg. A — MDA-MB-231 lasteliy linijos pokytis po 24 val. ir 48
val., B — MCF-7m lIgsteliy linijos pokytis po 24 val. ir 48 val.
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Kaip matoma 3.1 lenteléje, skirtingas poveikis MCF-7 ir MDA-MB-231 lgsteliy linijoms
buvo jvertintas naudojant ANOVA testg. Skirtumas, tiriant Igsteliy linijy poveikis buvo statistiSkai
reik§mingas visomis poveikio saglygomis (anti-EGFR: p = 0,0002; si-RNR-KRAS: p < 0,0001; anti-
EGFR ir si-RNR-KRAS:, p < 0,0001).

Tiriant anti-EGFR slopinimo poveikj migracijai, jis abejoms lgsteliy linijoms buvo
reik§mingas (p = 0,929). Siek tiek maZesnis, taiau vis tiek statisti§kai reik§mingas rezultatas
pastebétas veikiant su si-RNR-KRAS-A arba si-RNR-KRAS-B (p = 0,003). Taip pat, pastebétas
pokytis tarp slopinimo biidy (p = 0,01).

Laikas taip pat tur¢jo statistiSkai reikSmingg jtaka visomis tyrimo s3glygomis (anti-EGFR: p
=0,002; si-KRAS: p < 0,0001; taikant anti-EGFR arba si-KRAS:, p = 0,0002).

Taciau sistemos poveikis tarp Igsteliy linijos, taikyto slopinimo poveikio ir laiko nebuvo

statistiSkai reikSmingas.
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Lentelé 3.1 ANOVA lentelé migracijos pokycio jvertinimui tarp poveikio ir lasteliy linijy

anti-EGFR

Kintamasis laisvés laipsnis F PR(>F)
Lasteliy linija 1 23,721 0,000
Poveikis 1 11,03 0,000
Laikas 1 13,364 0,002
Triuk$mas 16

SiRNR-KRAS

Kintamasis laisvés laipsnis F PR(>F)
Lasteliy linija 1 263,904 0,000
Poveikis 2 7,385 0,003
Laikas 1 23,758 0,000

anti-EGFR ir siRNR-KRAS-A arba siRNR-KRAS-B

Kintamasis laisvés laipsnis F PR(>F)
Lasteliy linija 1 147,991 0,000
Poveikis 2 5,656 0,010
Laikas 1 18,615 0,000
TriukSmas 24

Apibendrinant galima pasakyti, kad Igsteliy linijos tipas ir laiko taskai tur¢jo reikSminga
poveiki, taciau gydymo tipas buvo reik§mingas tik si-KRAS ir kombinuotam pozitiriui, o ne vien

anti-EGFR. Tarp $iy kintamyjy reik§mingos sgveikos nebuvo.

3.3 Geny raiskos poky¢iai po poveikio siRNR-KRAS-A, siRNR-KRAS-B bei anti-EGFR

I$skyrus RNR (priedas nr. 2) buvo atlickama lyginamoji geny raiskos analizé¢ MCF-7 ir
MDA-MB-231 Iasteliy linijose, paveiktose anti-EGFR arba sSiRNR-KRAS-A, siRNR-KRAS-B.
Kaip matoma 3.5 pav. rezultatai buvo lyginami su kontroline grupe, kiekvienai Igsteliy linijai,
siekiant jvertinti santykinius geny raiskos pokyc¢ius. Santykiniams reikSmingiems geny raiSkos
pokyciams nustatyti buvo apskai¢iuotos log2 FC ir 1/-FC reikSmés = +1, kurios rodo raiska kartais,
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lyginant su kontroliniu genu. Tiriamieji genai buvo Kristen Ziurkés sarkomos virusas (KRAS, angl.
Kristen rat sarcoma virus), EGFR, F-Box ir WD besikartojimo domenas 7 (FBXW?7, angl. F-Box
And WD Repeat Domain Containing 7), vimentinas (VIM, angl. vimentin), ] Mastermind panaSus
Transkripcijos koaktyvatorius 1 (MAML1,angl. j Mastermind Like Transcriptional Coactivator 1),
kadherinas (CDH1,angl. cadherin 1)

MCEF-7 lgsteliy linijos pokyciai:

Veikimas sSiRNR-KRAS-A (3.3 pav. A) slopino KRAS-A transkripto raiska (logFC < -1).
EGFR, FBX7, 0 VIM, MAMLL1 ir CDH1 geny raiska padidéjo (logFC > 1), o veikimas siRNR-
KRAS-A netur¢jo jtakos vienodo slopinimo KRAS-B raiskai.

Veikimas siRNR-KRAS-B (3.3 pav. B) tikslingai sumazino KRAS-B raiskos sumazéjimg
(logFC < -1). Taip pat EGFR ir CDH1 geny raiskos lygiai buvo zZymiai sumazéje (logFC < -1). O
KRAS-A, FBXW?7, VIM raiska padidéjo (logFC > 1). Pazymétina, kad MAML1 ir EGFR raiska isliko
palyginti nepakitusi veikiant SIRNA-KRAS-B.

Veikimas anti-EGFR (3.3 pav. E) 1émé reikSmingg EGFR raiSkos sumazéjimg (logFC < -1),
patvirtinantj antiktino veiksminguma nukreipiant  §j receptoriy. Be to, FBXW7, VIM ir geny raiSka
pastebimai sumazéjo (logFC < -1). O KRAS-B ir MAML1 raiska padidéjo (logFC > 1).

MDA-MB-231 Igsteliy linijos pokyciai:

Veikimas siRNR-KRAS-A (3.3 pav. C) nereik§mingai sumazino KRAS-A raiska. Taip pat,
EGFR, FBXW7 ir CDH1 geny raiska sumazéjo (logFC < -1), 0 KRAS-B, VIM ir MAML1 poky¢iy
raiSkoje nepastebeta.

Toliau veikiant siIRNR-KRAS-B (3.3 pav. D) pastebétas reikSmingas KRAS-B raiskos
sumazgjimg (logFC < -1). Taip pat, reikSmingai sumazéjo FBXW7, MAML1, VIM, CDH1 geny
raiSkos lygiai (logFC < -1). ReikSmingy poky¢iy EGFR raiskoje nepastebéta.

anti-EGFR (3.3 pav. F) reikSmingai sumazino EGFR raiska (logFC < -1), patvirtindamas
antiktino specifiskumg savo taikiniui. KRAS-B, VIM ir MAML1 geny raiska lygiai Zymiai sumazéjo
(logFC < -1). KRAS-A raiska Siek tiek isaugo (FC > 1), o reiksmingy FBXW7 ir MAML1 geny
raiSkos pokyciy nepastebéta.

Kontroliy geny raiskos skirtumai, skirtingose lgsteliy linijose:

Istirti geny raiskos lygiai tarp MCF-7 ir MDA-MB-231 lasteliy linijy. MCF-7 lastelés
pasizyméjo didesne KRAS-A, VIM, MAMLL1 ir CDH1 raiska, palyginti su MDA-MB-231
lgstelémis. Ir atvirks$éiai, MDA-MB-231 lgstelés parodé didesne EGFR, FBX17 ir CDH1 raiska.
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3.5 pav. Geny KRAS-A, KRAS-B, EGFR, FBXW7, VIM, MAML1, CDHL1 raiskos pokytis kartais (log2), po skirtingo slopinimo metodo
navikénese lgsteliy linijise. A — MCF-7, veikta SIRNR-KRAS-A; B — MCF-7, veikta siRNR-KRAS-B; C- MDA-MB-231, veikta SiRNR-KRAS-A; D
— MDA-MB-231, veikta sSIRNR-KRAS-B; E- MCF-7, veikta anti-EGFR; F- MDA-MB-231, veikta anti-EGFR; G - MCF-7 kontrolés palyginimas su

MDA-MB-231 kontrole



Vizualizuoti KRAS-A, KRAS-B, EGFR, FBXW?7, VIM, MAML1 ir CDH1 geny raiskos lygiai
dviejose kriities vézio Igsteliy linijose (MCF-7 ir MDA-MB-231) po skirtingy slopinimo biidy
(SIRNR-KRAS-A, siRNR-KRAS-B ir anti-EGFR) matomi heatmap (3.6 pav.).

Tiek MCF-7, tiek MDA-MB-231 Igsteliy linijjose KRAS-A geno raiSka sumazéjp po visy
poveikio biidy, lyginant su kontrole. Didziausias raiskos buvo pastebétas taikant sSiRNA-KRAS-B
MDA-MB-231 Iasteliy linijoje.

Panasiai kaip ir KRAS-A atveju, KRAS-B geno raiska sumazéjo, reaguojant j visus abiejy
lasteliy linijy poveikius, o didZiausias raiSkos sumazéjimas pastebétas MDA-MB-231 lasteliy
linijoje po poveikio sSiRNA-KRAS-B ir anti-EGFR.

EGFR geno raiska sumazéjo, esant visom slopinimo salygomis abiejose Iasteliy linijose. Sis
sumazg¢jimas buvo reikSmingiausias naudojant anti-EGFR, o tai rodo $io metodo veiksminguma
slopinant EGFR raiska.

FBXW?7 atveju raiska kito skirtingai. MCF-7 lasteliy linijoje naudojant siRNA-KRAS-B
iSaugo $io geno raiSka. PrieSingai, MDA-MB-231 Igsteliy linijoje pastebétas FBXW?7 raiskos
sumazéjimas po poveikio siRNA-KRAS-A ir sSiRNA-KRAS-B. Naudojant anti-EGFR FBXW7
raiSka padidéjo MDA-MB-231 lgsteliy linijoje.

VIM raiska padidéjo MCF-7 lasteliy linijoje po poveikio SIRNA-KRAS-A ir sSIRNA-KRAS-B.
MDA-MB-231 Iasteliy linijoje visi slopinimo btidai sumazino VIM raiska, ypac veikiant siRNA-
KRAS-B ir anti-EGFR.

MAML1 geno raiska Siek tiek sumazéjo po poveikio siRNA-KRAS-B ir anti-EGFR abiejose
Igsteliy linijose, o slopinimas SIRNA-KRAS-A turéjo nedidelj teigiamg poveikj jo raiskai.

CDH1 geno ekspresija pastebimai sumazéjo MDA-MB-231 lasteliy linijoje po poveikio
SIRNA-KRAS-A ir siRNA-KRAS-B. MCF-7 lasteliy linijoje po poveikio anti-EGFR buvo
pastebétas vidutinis CDH1 raiskos padidéjimas.

Visi §ie rezultatai rodo, kad specifiniy tildymo buidy poveikis geny raiskai yra btidingas
genams ir lgsteliy linijjoms. Tokie skirtingi atsakymai iliustruoja sudétingg geny reguliavimo tinkly
dinamika jvairiuose Igsteliy kontekstuose. Biitina atlikti tolesnius tyrimus, siekiant i$siaiSkinti
tikslius mechanizmus, kuriais grindziami $ie steb¢jimai, ir patvirtinti Siuos rezultatus platesniame

navikogenezes kontekste.
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3.6 pav. KRAS-A, KRAS-B, EGFR, FBXW7, VIM, MAML1 ir CDH1) raikos lygius kriities
vézio lasteliy linijjose MCF-7 ir MDA-MB-231 po skirtingy tildymo btidy (siRNR-KRAS-A,
siRNR-KRAS-B ir anti-EGFR). Raiskos pokytis pavaizduotas spalvy gradientu, raudona rodo

padidéjusig geny raiska, o mélyna - sumazéjusia.

Apskritai heatmap iliustruoja, skirtingy poveikius ir suteikia vertingy jzvalgy apie galima

geny klasterizavima.Toliau buvo atlikta ANOVA, siekiant patikrinti geny raiskos skirtumus

jvairiuose slopinimo metoduose. Be to, siekiant nustatyti skirtumus tarp grupiy, buvo atliktas Tukey

post hoc testas.

Geno KRAS-A p=0,645, o tai rodo, kad nebuvo reik§mingo skirtumo tarp slopinimo bidy.

Taigi post hoc testas nebuvo atliktas.
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KRAS-B atveju p = 0,011, o tai rodo reikSmingg skirtumg tarp tildymo budy. Be to, Tukey
testas atskleidé reikSmingus skirtumus tarp kontrolinés ir anti-EGFR grupiy (p=0,016) bei
kontrolinés ir siRNA-KRAS-B grupiy (p = 0,012).

Panasiai, EGFR, FBXW7, MAMLL1 ir CDH1 atveju ANOVA testas parodé reikSmingus
skirtumus tarp skirtingy gydymo budy (p < 0,05). Tukey testu nustatyta kad anti-EGFR slopinimas
grupé¢ skyresi nuo kity slopinimo grupiy (p < 0,05). VIM atveju ANOVA testas nerodé reikSmingo
skirtumo tarp gydymo budy (p = 0,445). Todél post hoc testas nebuvo atliktas.
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Lentelé 3.2 ANOVA ir post-hoc Tukey statistinés analizés rezultatai. Po ANOVA analizés

gauti reikSmingi pokyc¢iai (p < 0.0 5), toliau buvo analizuojami post-hoc testu Tukey testas.

p-reik§mé Slopinimo p-reik§meé
Genas o
(ANOVA) palyginimas (Tukey testas)
KRAS-A 0.645 - -
KRAS-B 0.011 kontrolé-anti-EGFR 0.016
kontrolé-siRNA-
0.012
KRAS-B
EGFR 0.000 kontrolé-anti-EGFR 0.001
anti-EGFR - siRNA-
0.000
KRAS-A
anti-EGFR - siRNA-
0.000
KRAS-B
kontrolé - SIRNA-
FBXW7 0.022 0.024
KRAS-A
kontrolé - SIRNA-
0.031
KRAS-B
VIM 0.445 - -
MAML1 0.001 kontrolé-anti-EGFR 0.001
anti-EGFR - siRNA-
0.002
KRAS-A
kontrolé - SIRNA-
0.001
KRAS-B
SiRNA-KRAS-A -
_ 0.005
siRNA-KRAS-B
CDH1 0.002 kontrolé-anti-EGFR 0.018
kontrolé - SIRNA-
0.003
KRAS-A
kontrolé - SIRNA-
0.002
KRAS-B




Rezultatai rodo, kad skirtingi slopinimo biidai turi skirtingg poveikj geny raiskai. Ypac atrodo,
kad gydymas anti-EGFR sukelia esminius keliy geny pokycius. Taciau kai kurie genai, tokie kaip
KRAS-A ir VIM, neparodé reik§mingy pokyciy slopinimo metu.

3.4 Genu saveikos tinklo analizé, naudojant STRING duomeny baze

Geny sgveikos tinkle, sudarytame i§ dominanciy geny saraso, kiekvienas genas (arba jo

baltymy produktas) buvo vaizduojamas kaip tinklo mazgas. Kiekvieno geno saveiky su kitais genais

skaiCius buvo apskaiciuotas ir diagramoje pavaizduotas kaip mazgo laipsnis.
Mazgo laipsnio analizé atskleidé, kad KRAS ir EGFR yra labiausiai susije¢ genai sgraSe,

kuriy kiekvienas turi keturis rySius su kitais genais.

Po KRAS ir EGFR buvo nustatyta, kad FBXW?7, VIM ir CDH1 turi po tris jungtis. Sie genai,

nors ir néra taip stipriai susij¢ kaip KRAS ir EGFR, vis tiek saveikauja su didele dalimi kity sarase

esanciy geny, o tai rodo galimg jy reikSme.

Na, 0 MAML1 genas tinkle turi tik viena rysi. Nors ir néra toks tarpusavyje susijes kaip kiti,

jo buvimas tinkle vis tiek rodo funkcing sgveika.
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3.7 pav. Geny saveikos tinklo vizualizacija STRING duomeny bazéje: KRAS, EGFR,
FBXW?7, VIM, MAMLL1 ir CDH1 sgveikos tyrimas

Svarbu pazyméti, kad tinklo mazgo laipsnis nebitinai tiesiogiai koreliuoja su jo biologine

reikSme ar poveikiu. Auksto laipsnio mazgai, tokie kaip KRAS ir EGFR, gali dalyvauti daugelyje
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procesy ir taip sgveikauti su daugeliu kity geny, o zemesnio laipsnio mazgai, tokie kaip MAML1,

gali atlikti lemiama vaidmenj konkretesniame kelyje ar procese.

4. REZULTATU APTARIMAS
4.1 CitotoksiSkumo jvertinimas

Neutralios raudonos spalvos tyrimas yra daznai naudojamas citotoksiSkumo jvertinimo
metodas. Jis matuoja Iasteliy gyvybinguma pagal jy gebéjima jtraukti ir suriSti neutraly raudong
daza lizosomose. Sveikos lgstelés priims dazus, o pazeistos ar negyvos — ne (Repetto et al., 2008).

MCF-7 lasteliy linijoje siRNR-KRAS-A pasizyméjo didziausiu citotoksiskumu (maziausiai
jsisavinta neutralios raudonos spalvos dazo), o po jo yra anti-EGFR. Atrodo, kad maziausiai
citotoksinis MCF-7 lasteliy poveikis yra siRNR-scramble. MDA-MB-231 Igsteliy linijai anti-EGFR
poveikis rodo didziausig citotoksiskuma, po jo-SIRNR-KRAS-A. siRNR-scramble vél pasizyméjo
maziausiu citotoksiniu poveikiu.

Sie rezultatai rodo, kad citotoksinis poveikis gali skirtis priklausomai nuo konkreéios
lasteliy linijos ir svarbiausia buvo nevirSyti ~25 % citotoksiSkumo, norint atlikti tolimesnius
eksperimentus. Pavyzdziui, atliktas tyrimas parodé, kad aukso nanodalelés, padengtos
trimetilchitozanu, gali sustiprinti siRNR tiekimg ir jsisavinima kriities vézio lastelése, todél gali
pasireiksti reikSmingas citotoksinis poveikis (Baghani et al., 2022) . Kitas tyrimas parodé, kad j
EGFR nukreipta liposomin¢ CD73 siRNR gali sustiprinti liposominio doksorubicino prieSnavikinj

poveikj pelés modeliui (Soleimani et al., 2022).

4.2 Migracijos pokytis, veikiant siRNR arba anti-EGFR

Migracija buvo vertinama MCF-7 ir MDA-MB-231 lasteliy linijoms po slopinimo siRNR,
nukreiptomis pries KRAS arba anti-EGFR, norint suprasti, kaip Sie signaliniai keliai gali prisidéti
prie migracijos ir potencialiai metastazuojancio $iy kriities navikiniy Iasteliy elgesio.

MCF-7 lasteliy linijoje siRNR poveikis abiems KRAS izoformoms 1éme panasy lasteliy
migracijos sumaz¢jima, palyginus su kontroline grupe. Tai gali reiksti, kad MCF-7 linija, turinti
laukinio tipo KRAS gena yra maziau jautri KRAS izoformy reguliavimui arba kad kiti veiksniai yra
rySkesni kontroliuojant migracija Sioje lasteliy linijoje (R.-K. Kim et al., 2015).

MDA-MB-231 lasteliy linijoje migracija statistiSkai reikSmingai sumaz¢jo tiek po veikimo
slopinant KRAS geno raiska su siRNR-KRAS-A, tiek po poveiko su siRNR-KRAS-B, kas atitinka

ankstesnius tyrimus, rodan¢ius KRAS vaidmenj migracijai ir metastazuojant jvairiy tipy véziui (Lee
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etal., 2021). Tyrime buvo jrodyta, kad per didelé aktyvintos KRAS raiSka sumazina lgsteliy
migracijg ir metastastaziy susidaryma. Tildant KRAS-A pastebétas mazesnis poveikis migracijali,
palyginus su KRAS-B. Tai gali reiksti skirtingg KRAS izoformy vaidmenj lasteliy migracijoje, nors
norint patvirtinti ir iSsiaiskinti §j skirtuma, reikéty atlikti tolesnius tyrimus.

Veikiant anti-EGFR statistiskai reik§mingai buvo slopinama Igsteliy migracija abiejose
lasteliy linijose. Tai sutampa su atliktu tyrimu, kuriame nustatyta, kad ; EGFR antiktinus nukreiptos
nanodalelés slopina nuo EGFR priklausomg migracija (Roncato et al., 2018).

Tarp $iy skirtingy slopinimo sistemy rastas nedidelis statistinis reik§Smingumas, kas galéty

parodyti, jog kompleksinis taikymas bty tikslingas, norint paveikti navikiniy l1gsteliy migracija.

4.3 Geny raiska po siRNR arba anti-EGFR

Geny raiSkos rezultatai parodo skirtingus molekulinius profilius lyginant MCF-7 ir MDA-
MB-231 lgsteliy linijas po veikimo siRNA-KRAS-A, siRNA-KRAS-B ir anti-EGFR tiriant KRAS,
EGFR, FBXW7, VIM, MAML1 ir CDH1 genus. Tiksliniy geny reguliavimas naudojant siRNR arba
anti-EGFR, turéjo skirtingg poveikj geny raiSkos pokyciams.

Poveikis su SIRNA-KRAS-A lémé bendra tikslinio geno transkripto KRAS-A raiskos
sumazéjima abiejose lasteliy linijose. Sio geno transkripto raiska gali lemti sumaZéjusia lasteliy
proliferacijg ir padidéjusj iSgyvenima abiejose lasteliy linijose, o tai gali turéti jtakos jy navikinéms
savybéms, kg patvirtina ir ankstesni tyrimai (Luo et al., 2021). Jdomu tai, kad slopinant su siRNR-
KRAS-A netikslingai nusitildé ir KRAS-B izoforma MCF-7 lasteliy linijoje, kuri turi KRAS geno
laukinj tipa, o tai gali rodyti galimg kryzminj dviejy izoformy veikima, kuris panasiai veikia lasteliy
augimg ir i§gyvenima. Sumaze¢jusi EGFR raiSka gali lemti poky¢ius, kaip lastelés reaguoja j augimo
signalus. Tai gali turéti jtakos daugeliui procesy, tokiy kaip lasteliy dalijimuisi, diferenciacijai. Per
didelé EGFR raiska yra susijusi su daugybe vézio formy, jskaitant tam tikras krities, plauciy ir
gaubtinés ir tiesiosios zarnos vézio rusis, kaip parodyta ankstesniuose tyrimuose (Maennling et al.,
2019). Taigi KRAS sukeltas EGFR raiskos sumaz¢jimas gali veikti kaip navikg slopinantis
mechanizmas, mazinantis nekontroliuojama lasteliy augimg ir dalijimasi. O sumazéjusi FBXW7
raiSka abiejose lgsteliy linijose po siRNR-KRAS-A poveikio gali reiksti sumazéjusj lasteliy augimo
ir dalijimosi potenciala, atsizvelgiant j jy vaidmen;] signaliniuose keliuose, o tyrimuose aptariama,
kad FBXW?7 funkcijos praradimas buvo susijes su atsparumu vaistams sergant tam tikromis vézio
formomis (Fan et al., 2022). Todél KRAS sukeltas FBXW?7 raiskos sumazéjimas gali turéti jtakos
atsakui ] naviko vystimasi. Skirtingas raiSkos poveikis pasireiské VIM, EMT Zymeniui, galintis

reiksti skirtingg poveikj lasteliy migracijos potencialui (Usman et al., 2021). MCF-7 pastebétas
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padidéjimas, o MDA-MB-231 sumaz¢jimas. Kadangi MCF-7 linija turi mazesnj metastazavimo
potenciala, VIM raiskos iSaugimas, galéjo lemti migracijos sumaze¢jima (3.3 pav. A). Tai gali
skirtingai paveikti $iy lgsteliy linijy metastazavimo potenciala. MAMLL yra transkripcijos
koaktyvatorius, kuris, kaip zinoma, atlieka svarby vaidmenj Notch signalniame kelyje. Sis kelias
yra susijes su jvairiais procesais, jskaitant lgsteliy likimo nustatyma, 13steliy dauginimasi ir lasteliy
mirt], todel jis yra biitinas tiek vystymuisi (Edwards & Brennan, 2021). MAML1 geno raiska iSaugo
abiejose lasteliy linijose, kas galéty reiksti, kad MAML1 reguliavimas gali buti kompensacinis
atsakas ] KRAS praradimg. Lastel¢ gali bandyti i§laikyti savo signaly pusiausvyra, sustiprindama
Notch kelio aktyvuma. CDH1 yra esminis genas palaikant normaly epitelio Igsteliy elgesj. Jis
atlieka pagrindinj vaidmen;j lasteliy ir lasteliy adhezijoje, uztikrindamas audiniy strukttros ir
architektiiros palaikymg. CDH1 reguliavimo sutrikimas buvo susij¢s su vézio progresavimu, ypac
EMT, kuris leidzia vézio lgsteléms jgyti invaziniy savybiy ir prisidéti prie metastaziy (Kroepil et
al., 2012). Sio geno raiska taip pat skyrési tarp lasteliy linijy. Siek tiek iSaugausi MCF-7 lasteliy
linijoje ir gali reikSti EMT slopinima, o tai gali sukelti maziau invazinj fenotipg. MDA-MB-231
lasteliy linijoje CDH1 raiskos sumaz¢jimas gali reiksti, kad Sios Iasteles skirtingai reaguoja | KRAS
nutildyma, palyginti su MCF-7 lgstelémis, galbiit dél jy agresyvesnio, mezenchiminio pobiidzio.

Poveikis SIRNR-KRAS-B zymiai sumazino KRAS-B raiska abiejose lasteliy linijose, tikslingai
veikdamas §] geno transkripta, didesniu poveikiu pasizymint MDA-MB-231 lgsteliy linijoje, kuri
turi Sio geno mutacija. EGFR raiska taip pat Siek tiek sumazéjo, kaip ir veikiant su siRNR-KRAS-
A. FBXW?7 atsakas Siuo slopinimo biidu buvo skirtingas, prieSingai nei tildant su siRNR-KRAS-A:
MDA-MB-231 sio isliko buvo taip pat sumazéjusi, 0o MCF-7 lasteliy linijoje Sio geno raiska iSaugo,
galimai parodant skirtingg KRAS izoformy poveik] ir tyrimuose padidéjusi FBXW?7 raiska buvo
susijusi su geresniu i§gyvenamumu sergant tam tikromis vézio formomis (Chen et al., 2023). VIM
raiSkos reguliavimas pasireiSké prieSingai nei, kad veikiant su siRNR-KRAS-A, §iuo ateveju MCF-
7 pastéta Sio geno padidéjusi raiSka, MDA-MB-231 sumazéjusi, kas vélgi gali reiksti skirtingg
KRAS izoformy veikimo mechanizmg. Nuslopinus KRAS B izoforma, Siuo atveju pasireiské CDH1
raiSkos sumazéjimas abiejuose lasteliy gali rodyti atitinkamai padidéjusj invaziSkuma ir galimus
lgsteliy likimo sprendimy poky¢ius, kas rodyty, jog norint stabdyti MCF-7 lasteliy invaziSkuma,
reikeéty atkreipti ] KRAS-A izoformos tildyma.

Poveikis anti-EGFR tikslingai sumazino EGFR raiskg abiejose Igsteliy linijose, grei¢iausiai
paveikdamas lgsteliy augimg ir iSgyvenimo signalus, kuriuos perduoda EGFR kelias. Poveikis
KRAS genams buvo jvairus: MCF-7 lasteliy linijoje Siek tiek padidéjo KRAS-B, 0o MDA-MB-231
padidéjo KRAS-A ir sumazéjo KRAS-B raiska. FBXW?7 raiSka sumazéjo MCF-7, o raiskos
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padidé¢jimas MDA-MB-231 Iasteliy linijoje gali sukelti neigiamg grjztamojo rysio kilpa su EGFR,
turinc€ig jtakos lasteliy augimui ir dalijimuisi. VIM sumaZzéjo abejose lgsteliy linijose, kas galéjo
lemti silpnesne jtaka migracijai, nei slopinant su siRNR (3.3-3.4 pav.) MAML1 pakilo MCF-7,
sumazéjo MDA-MB-231, kas galéty reiksti sudétinga signaliniy sasajas per NOTCHI1 tinklag. CDH1
pakilo abejose lgsteliy linijose, parodant sumaz¢jusi invaziSkuma.

Apibendrinus, dél skirtingo poveikio genams, atsakingiems uz EMT bei migracijos veiksnius
po tildymo, ateities tyrimams biity galima sitlyti kombinuotg $iy sistemy slopinimo kombinacijg

kriities navikinéms lasteliy linijoms.

4.4 Geny saveikos tinklo analizé

Ankstesni tyrimai patvirtina, kad KRAS ir EGFR yra labai sujungti mazgai geny sgveikos
tinkle (Kennedy et al., 2020). Be to, ankstesnis tyrimas nepabréz¢é reik§Smingo FBXW7, VIM ir
CDH1 vaidmens, nurodydamas galimg $iy geny nepastebéta svarbg baltymy ir baltymy sgveikoje.

Kita vertus, kitas tyrimas, su platesne geny analize atliktas parodé, kad MAMLL1 turi daugiau
ry$iy, o tai priestarauja isvadoms, kad MAML1 yra Zemesnés eilés mazgas (Patel et al., 2023). Sis
neatitikimas gali atsirasti dél konkrecCiy iStirty tinkly skirtumy MAML1 vaidmenis skirtinguose
lasteliy procesuose.

Nepaisant §iy skirtumy, paZymétina, kad abu tyrimai pabrézia geny tinkly sudétingumg ir
tarpusavio ry$j. Tai sustiprina i§samios tinklo analizés poreikj, kad biity galima geriau suprasti geny
saveika ir jy poveik] lasteliy funkcijai ir ligy procesams. Biisimiems tyrimams gali biiti naudinga
kryzminis skirtingy lasteliy tipy ar salygy saveikos tinkly palyginimas, siekiant iSsiaiskinti nuo
konteksto priklausomus §iy geny vaidmenis.

Taip pat labai svarbu pakartoti, kad mazgo jungciy skaicius arba ,,laipsnis‘ nebitinai yra
tiesiogiai siejamas su jo biologine reik§me. Tyrimuose teigiama, kad nors auksto laipsnio mazgai
gali biti jtraukti j daugelj procesy dél daugybés jungéiy (P. Wang et al., 2014). Todél biitent

zemesnio laipsnio mazgai daznai atlieka specifinj ir svarby vaidmenj tam tikruose keliuose.
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ISVADOS

. SIRNR-KRAS-A nutildé KRAS-A transkripto raiSkg MCF-7 linijoje iki 58 % ir MDA-MB-231
linijoje iki 69 %; sSIRNR-KRAS-B nutildé KRAS-B transkripto raiSkg MCF-7 linijoje iki 12 % ir

. Antikiinas prie§ EGFR nuslopino EGFR raiska: MCF-7 lasteliy linijoje iki 2 %, MDA-MB-231 iki
1 %.

. Visais atvejais ir laikais slopinant pasirinkty taikiniy raiska, registruotas mazesnis migruojanciy
MCEF-7 lasteliy plotas, lyginant su MDA-MB-231 lastelémis; zenkliausi skirtumai registruoti
praéjus 48 val.: MCF-7 migruojancios lgstelés uzémé mazesnj plotg 17 %, veikiant sSiRNR-KRAS-
A, 22 % veikiant SIRNR-KRAS-B, 28 %, veikiant anti-EGFR, lyginant su MDA-MB-231
migruojanciy Igsteliy uzimamu plotu.

anti-EGFR poveikis MCF-7 lasteliy linijoje reik§mingai sumazino KRAS-A, KRAS-B, EGFR,
MAML1, VIM, padidino: CDH1 geno raiskg; MDA-MB-231 lIgsteliy linijoje reikSmingai sumazéjo
KRAS-B, EGFR, MAML1, VIM, padid¢jo: FBXW7, CDH1 geny raiska.

. SIRNR-KRAS-A poveikis MCF-7 Iasteliy linijoje reikSmingai sumazino KRAS-A, EGFR, FBXW7 ,
padidino: MAML1, VIM, CDH1 geny raiska; MDA-MB-231 lasteliy linijoje reikSmingai sumazéjo:
KRAS-A, FBXW?7, CDH1 geny raiska.

siRNR-KRAS-B poveikis MCF-7 lasteliy linijoje reikSmingai sumazino: KRAS-B, CDH1,
padidino: VIM, FBXW7 geny raiska; MDA-MB-231 lgsteliy linijoje reik§mingai sumazéjo KRAS-
A, KRAS-B, FBXW?7, CDH1, VIM geny raiska.

. Maziau piktybisku véziniu fenotipu pasizyminti MCF-7 lasteliy linija turéjo padidéjusia FBXW?7,
CDH1 geny raiSka, sumazejusia geny KRAS-B, VIM raiska, lyginant su labiau piktybiSku fenotipu
pasizyminc¢ia MDA-MB-231 Iasteliy linija, ir po poveikio slopinanciais veiksniais (anti-EGFR,
SIRNR-KRAS-A, siRNR-KRAS-B) buvo stipriau inhibuojama MCF-7 Igsteliy migracija bei

pasireiské skirtingas geny raiskos profilis.
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ASMENINIO INDELIO APRASYMAS

SavarankiSkai atlikau literatiiros analiz¢ siekiant tikslingai suformuluoti tyrimo idé¢ja,
susidélioti moksliniy metody plang ir sekg. Konsultuojantis su darbo vadovu, savarankiskai atlikau
eksperimentus, susisteminau duomenis, aprasiau rezultatus ir pateikiau i§vadas. Statistiné analizé
buvo atlikta savarankiskai po konsultacijy su vadovu. Duomeny vizualizavimo metodus pasirinkau
savarankiskai. Mokslinj darbg parasiau savarankiskai, sudétingiausius tyrimu aspektus

iSdiskutuojant ir konsultuojantis su vadovu, mokslinés grupés nariais.
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Nuosirdziai dékoju uz darbo idé¢jos vystyma ir darbo metody planavimg vadovei dr. Daivai
Dabkevicienei ir darbo konsultantei j. m. d. Monikai Grubliauskaitei uz pagalba planuojant tyrimo
eiga ir metody pasitilymus bei mokslines diskusijas, iskilus klausimams.

Dékoju Nacionaliniam Vézio Institutui, Biobankui, uz suteiktas sglygas atlikti baigiamajj darba,
taip pat imunologijos laboratorijai uz dovanotas navikines lasteliy kulttiras bei molekulinés

onkologijos laboratorijai uz pagalbg ir leidima naudotis laboratorine jranga.
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PRIEDAI

Priedas Nr. 1 Analizés kodas

import seaborn as sns
import matplotlib.pyplot as plt import pandas as pd
import numpy as np

import statsmodels.api as sm import networkx as nx

from statsmodels.formula.api import ols
from tabulate import tabulate
from statsmodels.stats.multicomp import pairwise tukeyhsd from
statsmodels.formula.api import ols
from matplotlib import cm

from statsmodels.stats.multicomp import pairwise tukeyhsd

# Data for treatments, time points, and migration percentages

treatments = ['siRNR-KRAS-A', 'siRNR-KRAS-B', 'siRNR-TK', 'siRNR-

scramble', "ant

# Cytotoxicity percentages and standard deviations for sample

data sample = np.array([[74.09476309, 100.621648],
[95.23690773,88.10336421] std devs = np.array([[27.30344039, 11.63581663],
[12.53547835, 1.512594248],

fig, axs = plt.subplots()
colors = ['"#ff9Op94"', '#b84848', '#baelff', '#235f87', '#baelff']

# Plot the bar chart for sample 1 in the first subplot

axs.bar (np.arange (len(treatments))-0.2, data sample[:, 1], yerr=std devs[:,
axs.bar (np.arange (len (treatments) )+0.2, data sample[:, 0], yerr=std devs|:,
axs.errorbar (np.arange (len (treatments))-0.2, data sample[:, 1], yerr=std dev
axs.errorbar (np.arange (len (treatments))+0.2, data sample[:, 0], yerr=std dev

axs.set xticks(np.arange (len(treatments)))

axs.set xticklabels (treatments, rotation =45) axs.set ylabel ('Neutraliai
raudono dazo isisavinimas, %') axs.set xlabel ('Poveikis')

axs.legend(loc='"center left', bbox to anchor=(1, 0.5))

(o4



# Adjust the spacing between subplots

plt.tight layout ()
fig.savefig('citotoksi.jpg', format='jpg', dpi=1000) # Display the plot
plt.show ()

# Time points

time points = [0, 24, 48] # Time points in hours

# Cell migration data for each sample at different time points

SiRNR Kras A = [0, 42.7, 51.7] siRNR Kras B = [0, 37.7, 72.4]
SiRNR scramble = [0, 34.1, 55.8] Kontrole = [0, 45.4, 100]

# Create a figure with a 2x1 grid for the picture grid
fig, axs = plt.subplots(2, 1, figsize=(8, 8))
# Plot the data in the first subplot

axs[1l].plot (time points, siRNR Kras A, marker='o', label='siRNR-Kras-A',
lin axs[1l].plot (time points, siRNR Kras B, marker='o', label='siRNR-Kras-B', lin
axs[1l].plot (time points, siRNR scramble, marker='o', label='siRNR-scramble',
axs[1l].plot (time points, Kontrolé, marker='o', label='Kontrolé', linestyle='

axs[1l].set xlabel('Laikas, val')

axs[1l].set ylabel ('Lasteliu migracija, 3%'")
axs[1l].set title('B - MDA-MB-231 lasteliy migracijos pokytis per laika', loc
axs[1l].legend()

# Assuming you have another set of cell migration data for a different cell

MCF siRNR Kras A = [0, 27.67015456, 34.2121804] MCF siRNR Kras B = [0,
37.85145961, 38.25249103] MCF_siRNR scramble = [0, 28.90025944, 42.43085306]
MCF _Kontrole = [0, 31.95185377, 48.73207478]

# Plot the data in the second subplot

axs[0] .plot (time points, MCF siRNR Kras A, marker='o', label='siRNR-Kras-
A', axs[0].plot (time points, MCF siRNR Kras B, marker='o', label='siRNR-Kras-B',
axs[0] .plot (time points, MCF_ siRNR scramble, marker='o', label='siRNR-scramb
axs[0] .plot (time points, MCF _Kontrolé, marker='o', label='Kontrolé', linesty

axs[0] .set xlabel ('Laikas, val')



axs[0] .set ylabel ('Lasteliu migracija, %'")
axs[0] .set title('A - MCF-7 lasteliuy migracijos pokytis per laika', loc='lef
axs[0].legend()

axs[1l].set xticks(time points) axs[l].set xticklabels (time points)

axs[0] .set xticks(time points) axs[0].set xticklabels(time points)

# Adjust the spacing between subplots

plt.tight layout ()

# Display the plot

plt.show ()
fig.savefig('trend.jpg', format='jpg', dpi=1000)

# Data for treatments, time points, and migration percentages

treatments = ['siRNR-KRAS-A', 'siRNR-KRAS-B', 'siRNR-scramble', 'Kontrolé']

time points = ['24 valandos', '48 valandos']

# Migration percentages and standard deviations for sample 1

migration data samplel = np.array([[42.7,51.7], [37.7,72.4], [34.1, 55.8],
[ std devs samplel = np.array([[3, 5], [4, 6], [2, 41, [5, 711)

# Migration percentages and standard deviations for sample 2

migration data sample2 = np.array([[30, 35], [40, 50], [55, 65], [65, 75]])
std devs sample2 = np.array([[2, 4], [3, 5], [4, 6], [6, 8]])

# Create a figure with a 2x1 grid for the picture grid

fig, axs = plt.subplots (2, 1, figsize=(8, 8))
colors = ['"#ff9b94', '#b84848', '#baelff', '#235f87', '#baelff']

# Plot the bar chart for sample 1 in the first subplot

axs[1l] .bar (np.arange (len(treatments))-0.2, migration data samplel[:, O],
yer axs[1l].bar (np.arange (len(treatments))+0.2, migration data samplel[:, 1], yer

axs[1l] .errorbar (np.arange (len(treatments))-0.2, migration data samplel[:, 0]
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axs[l] .errorbar (np.arange (len(treatments))+0.2, migration data samplel([:, 1]

axs[1l].set xticks(np.arange (len(treatments))) axs[l].set xticklabels (treatments)

axs[1l].set ylabel ('Lasteliuy migracija, %') axs[l].set xlabel ('Poveikis"')

axs[l].set title('B - MDA-MB-231', loc='left') axs[l].legend()

# Plot the bar chart for sample 2 in the second subplot

axs[0] .bar (np.arange (len (treatments))-0.2, migration data sample2[:, O],
yer axs[0] .bar (np.arange (len(treatments))+0.2, migration data sample2[:, 1], yer
axs[0] .errorbar (np.arange (len(treatments))-0.2, migration data sample2[:, 0]
axs[0] .errorbar (np.arange (len(treatments))+0.2, migration data sample2[:, 1]

axs[0] .set xticks (np.arange (len(treatments))) axs[0].set xticklabels (treatments)

axs[0] .set ylabel ('Lasteliy migracija, %') axs[0].set xlabel ('Poveikis"')

axs[0] .set title('A - MCF-7', loc='left') axs[0].legend()

# Adjust the spacing between subplots

plt.tight layout() plt.set cmap('Pastell')

dpi=300
# Display the plot plt.show/()

fig.savefig('mirga.jpg', format='jpg', dpi=1000)

# Data for treatments, time points, and migration percentages

treatments = ['anti-EGFR', 'Kontrolé'] time points = ['24 valandos', '48

valandos']

# Migration percentages and standard deviations for sample 1

migration data samplel = np.array([[31.9, 68.0], [45.4, 100.0]])
std devs samplel = np.array([[7, 10], [5, 711])

# Migration percentages and standard deviations for sample 2

migration data sample2 = np.array([[25, 40], [65, 75]]) std devs sample2 =
np.array([[2, 4], [6, 8]])

# Create a figure with a 2x1 grid for the picture grid

65



fig, axs = plt.subplots(2, 1, figsize=(8, 8))
colors = ['#ff9p94', '#b84848', '#baelff', '#235f87', '#baelff']

# Plot the bar chart for sample 1 in the first subplot

axs[1l] .bar (np.arange (len(treatments))-0.2, migration data samplel[:, O],
yer axs[l].bar (np.arange (len(treatments))+0.2, migration data samplel[:, 1], yer
axs[l].errorbar (np.arange (len(treatments))-0.2, migration data samplel[:, 0]
axs[l].errorbar (np.arange (len(treatments))+0.2, migration data samplel([:, 1]

axs[1l].set xticks (np.arange (len(treatments))) axs[l].set xticklabels (treatments)

axs[1l].set ylabel ('Lasteliy migracija, %') axs[l].set xlabel ('Poveikis"')

axs[l].set title('B - MDA-MB-231', loc='left') axs[l].legend()

# Plot the bar chart for sample 2 in the second subplot

axs[0] .bar (np.arange (len(treatments))-0.2, migration data sample2[:, 0],
yer axs[0] .bar (np.arange (len(treatments))+0.2, migration data sample2[:, 1], yer
axs[0] .errorbar (np.arange (len(treatments))-0.2, migration data sample2[:, 0]
axs[0] .errorbar (np.arange (len (treatments) )+0.2, migration data sample2[:, 1]

axs[0] .set xticks (np.arange (len(treatments))) axs[0].set xticklabels (treatments)

axs[0] .set ylabel ('Lasteliy migracija, %') axs[0].set xlabel ('Poveikis')

axs[0] .set _title('A - MCF-7', loc="left') axs[0].legend()

# Adjust the spacing between subplots

plt.tight layout() plt.set cmap('Pastell')

dpi=300
# Display the plot plt.show/()

fig.savefig('mirga E.jpg', format='jpg', dpi=1000)

# Create a DataFrame with the provided data

data = pd.read csv('migracija.csv')

# Define model formula for Two-Way ANOVA (with interaction term)

formula = 'Migration ~ C(Cellline) + C(Treatment) + C(Time) +

C(CellLine) :C(
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# Perform Two-Way ANOVA

model = ols (formula, data) .fit ()

aov_table = sm.stats.anova 1lm(model, typ=2)

print (aov_table)

# Now let's perform ANOVA and Tukey's HSD for each gene

for gene in data['Gene'].unique(): df genel = data[data['Gene'] == gene]

# Model excluding interaction term

model = ols('Expression ~ C(Treatment)', df genel).fit() anova table =

sm.stats.anova lm(model, typ=2)

print (£f"ANOVA results for {gene}:\n")
print (anova_ table, "\n")

# Only perform the Tukey's HSD test if the ANOVA is significant

if anova table.loc['C(Treatment)', 'PR(>F)'] < 0.05:
print (f"Performing Tukey's HSD for {gene} as ANOVA is significant... tukey =
pairwise tukeyhsd(endog=df genel['Expression'], groups=df ge

print (tukey.summary (), "\n")

# Gene names

genes = ['KRAS-A', 'KRAS-B', 'EGFR', 'FBXW7', 'VIM', 'MAML1', 'CDH1']

# Gene expression values for each gene (2 biological replicas)

expression data MC A = [[-1.12475482, 0.0], [1.760320524, -1.840187294], [-
2 expression data MC B =[[1.367470482, 2.367470482], [-2.874062851, -3.2277289
expression data MD A = [[-0.853319358, 0.001], [4.265887839, 1.19021081], [-
expression data MD B = [[-0.772471165, -4.75258385], [-0.772471165, -4.75258
expression data MC E = [[0.01, 0.001], [2.148653371, 3.148653371], [-7.37304
expression data MD E = [[1.633449047, 0.001], [-3.550405095, 1.19021081], [-
expression data K =[[-1.076800969, -1.076800969], [-5.192578195, -5.19257819

# Standard deviation for each gene

sd data MC A = [[0.117459952, 0.05], [0.073296826, 0.073296826], [0.3,
0.5], sd data MC B = [[0.1, 0.05], [O.6, O0.2], [0.2, O0.3], [0.5, 0.1], [O.15,
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0.3] sd data MD A = [[0.1, 0.05], [0.9, 0.3], [0.67, 0.13], [0.3, 0.3], [0.3,

0.] sd data MD B = [[0.1, 0.05], [0.2, O0.1], [0.3, O0.15], [0.1, O.1], [0.15, 0.0
sd data MC E = [[0.1, ©0.05], [0.2, ©0.1], [0.3, O0.15], [0.1, O0.5], [0.15, 0.9
sd data MD E = [[0.1, ©0.05], [0.2, ©O0.1], [0.3, O0.15], [0.1, O0.1], [0.3, 0.08
sd data K = [[0.1, 0.05], [0.2, O0.1], [0.3, 0.15], [0.1, O0.1], [O.15, 0.08],

# Gene expression values for each sample (2 biological replicas)
expression data = [ expression data MC A, expression data MC B,

expression data MD A, expression data MD B, expression data MC E,

expression data MD E, expression data K

# Standard deviation for each sample
sd data = [ sd data MC A,
sd data MC B,
sd data MD A,
sd data MC B,
sd data MC E,
sd data MD E,
sd data K
# Fold change threshold

fold change threshold = 1

# Calculate the number of rows and columns for the subplots

num samples = len (samples)
num_rows = (num samples + 1) // 4 # Add 1 to ensure the last empty subplot
num cols = 4

# Create a figure and subplots

fig, axs = plt.subplots (num rows, num cols, figsize=(10, 6))

# Iterate over the sample data and subplots
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for i, sample data in enumerate (expression data): row = i // num cols

col = 1 % num cols
# Extract the sample name and expression data

sample name = samples[i]
expression replical = [data[0] for data in sample data] expression replicaz =

[data[l] for data in sample datal
# Plot replica 1 as black

axs[row, col].errorbar (range (len(expression replical)), expression repli #

Plot replica 2 as blue
axs[row, col].errorbar (range (len(expression replicaZ2)), expression repli
# Add horizontal lines at the fold change thresholds

axs[row, col].axhline(y=-fold change threshold, color='red',6 linestyle='

axs[row, col].axhline(y=fold change threshold, color='green',6 linestyle=
# Set subplot title
axs[row, col].set title(sample name)
# Set x-axis tick labels

axs[row, col].set xticks(range (len(genes))) axs[row,

col] .set xticklabels(genes, rotation=45)
# Add standard deviation ticks

for x, sd in enumerate(sd data[i]):
axs[row, col].plot([x, x], [expression data[i][x][0] - sd[0], expres axs[row,

col] .plot ([x, x], [expression data[i][x][1l] - sd[l], expres
# Remove the last empty subplot if necessary
if num samples % == 1: fig.delaxes(axs[-1, -1])

# Set plot labels and title
#fig.suptitle ('Gene Expression Scatter Plot')
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fig.text (0.5, -0.04, 'Genai', ha='center')

fig.text(-0.04, 0.5, 'Santykinis genuy raiskos lygis, (log2)', va='center',K r

# Adjust spacing between subplots

fig.tight layout (rect=[0, 0, 1, 0.96])

# Show the plot

plt.show ()

dpi=300

fig.savefig('gene expression.jpg', format='jpg')

# Assuming the data is stored in a CSV file named '"data.csv"

data exp = pd.read csv('genes g.csv')

data no control = data expldata exp['Treatment'] != 'control']

# Pivot the dataframe to get it in the right format for a heatmap

pivot = data no control.pivot table (index='Gene', columns=['CellLine',

'Trea # Transpose the pivot table

pivot transposed = pivot.T

# Create the heatmap
plt.figure(figsize=(10, 8)) # Adjust as needed

sns.heatmap (pivot transposed, cmap='RdBu r', annot=True, fmt=".2f", center=0

# Set plot labels and title

plt.xlabel ('Genai')
plt.ylabel ('Lasteliu linija ir poveikis') #plt.title('Gene Expression Heatmap')
dpi=1000
# Display the plot
plt.show ()

# Generate the clustermap

g = sns.clustermap (pivot transposed, cmap='coolwarm', annot=True,

fmt=".2f",



# Set plot labels and title
g.ax heatmap.set xlabel ('Genai') # Use ‘set xlabel to set the x label
g.ax_heatmap.set ylabel ('Lasteliy linija ir poveikis') # Use ‘set ylabel"’
dpi=1000

# Display the plot
plt.show ()

gene list input = ["KRAS", "EGFR", "FBXW7", "Vimentin", "MAML1", "CDH1"]
# Construct the URL for the STRING API using gene identifiers and specify th
genes = '%0d'.join(gene list input)

url = 'https://string-db.org/api/tsv/network?identifiers=' + genes + '&speci

# Construct the URL for the STRING API using gene identifiers and specify

th
genes = '%0d'.join(gene list input)

url = 'https://string-db.org/api/tsv/network?identifiers=' + genes + '&speci
# Fetch the network data from the API
r = requests.get (url)

lines = r.text.split('\n")

data = [l.split('\t') for 1 in lines]

df = pd.DataFrame (data[l:-1], columns=datal[0])

# Extract the interactions from the data

interactions = df[['preferredName A', 'preferredName B', 'score']]

interactions = np.array(interactions)

# Create a new graph

G = nx.Graph (name='Gene Interaction Graph')

# Add weighted edges to the graph

for i in range(len(interactions)): interaction = interactions[i]

a = interaction[0] # gene A node
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b = interaction[l] # gene B node
w = float (interaction[2]) # score as weighted edge where high scores =

G.add weighted edges from([(a, b, w)])

# Position the nodes using the spring layout and scale the distance

pos = nx.spring layout (G, k=1/np.sqrt(G.order())*15, seed=42)

# function to rescale list of values to range [newmin,newmax]

def rescale(l,newmin,newmax): arr = list (1)

return [ (x-min(arr))/ (max(arr)-min(arr))* (newmax-newmin)+newmin for x in #
use the matplotlib plasma colormap
graph colormap = cm.get cmap ('plasma', 12)

# node color varies with Degree

c = rescale([G.degree(v) for v in G],0.0,0.9)
¢ = [graph colormap (i) for i in c]
# node size varies with betweeness centrality - map to range [10,100]
bc = nx.betweenness centrality(G) # betweeness centrality
s = rescale([v for v in bc.values()],1500,7000)
# edge width shows 1-weight to convert cost back to strength of interaction ew =
rescale([float (G[u] [v] ['weight']) for u,v in G.edges],0.1,4)
# edge color also shows weight

ec = rescale([float(G[u][v]['weight']) for u,v in G.edges],0.1,1)

ec [graph colormap (i) for i in ec]

# Define the node color based on degree and the node size based on

betweenne

graph colormap = cm.get cmap ('plasma', 12)
c = rescale([G.degree(v) for v in G], 0.0, 0.9) ¢ = [graph colormap(i) for i in
c]

bc = nx.betweenness centrality (G)

s = rescale([v for v in bc.values ()], 1500, 7000)

# Define the edge width and color based on the strength of the interaction

ew = rescale([float(G[u] [v]['weight']) for u, v in G.edges], 0.1, 4) ec =
rescale([float (G[u] [v] ['weight']) for u, v in G.edges], 0.1, 1) ec =

[graph colormap (i) for i in ec]

(4



# Plot the graph

plt.figure(figsize=(19, 9), facecolor=[0.7, 0.7, 0.7, 0.4])

nx.draw networkx (G, pos=pos, with labels=True, node color=c, node size=s, ed

plt.axis('off') plt.show()

font color='white', font weight='bold', font size='9")

73



Priedas nr. 2 MCF-7 ir MDA-MB-231 navikiniy lasteliy i$skirtos RNR kiekybinis ir kokybinis

jvertinimas
ISskirtos RNR
Lasteliy linija ir poveikis koncentracija A260/280
(ng/uL)
MCF-7 siRNR-Kras-A 28.7 1,9
MCEF-7 siRNR-Kras-B 194.6 2,09
MCF-7 siRNR-TK 132.4 2,03
MCEF-7 siRNR-scramble 204.9 1,97
MCF-7 anti-EGFR 185 1,98
MCF-7 kontrolé 102.2 2,11
MDA-MB-231 siRNR-Kras-A 32.9 2,08
MDA-MB-231 siRNR-Kras-A 62.6 2,08
MDA-MB-231 siRNR-TK 28.5 2,09
MDA-MB-231 siRNR-scramble 36.7 2,08
MDA-MB-231 anti-EGFR 33.7 2,07
MDA-MB-231 kontrolé 35.4 1,98
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