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SANTRUMPOS

5-FU — 5-fluoruracilas

Ap — ampicilinas

CDKNI1A - Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A
CMV - citomegalo virusas

deGFP — destabilizuotas eGFP

DMEM - Dulbecco's modifikuota Eagle's terpé
DMSO — dimetilsulfoksidas

Dox — doksiciklinas

FBS — fetalinis verSelio serumas

hPGK - human phosphoglycerate kinase

IMDM - Iscove's Modified Dulbecco's terpé

LB — Luria-Bertani mitybiné terpé

MCS — daugybinis klonavimo regionas (angl. multiple cloning site)
minCMVmod — minimalus CMV modifikuotas
NF — Nuclease Free

ODCL1 - Ornithine Decarboxylase 1

OxaPT - oksaliplatina

P21p/P21prom/P21Prom — P21 promotorius

PBS - fosfatinis buferinis tirpalas

PDNR — plazmidiné DNR

PEG — polietilenglikolis

PEST — prolinas, glutamatas, serinas, treoninas
PNK — polinukleotidy kinazé

PuroR — puromycin resistance

RE — responsive element

RtTA — atvirkstinio tetraciklino transaktyvatoriaus baltymas
TBE — Tris-boratas-EDTA

TSS - Transformation and Storage Solution
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SANTRAUKA
P53 — labai svarbus vézio prevencijai transkripcijos faktorius, todél yra itin svarbu gebéti
jvertinti jo transkripcinj aktyvumg gyvose lastelése realiu laiku. Tg galima padaryti sukirus jo
fluorescencinj reporterj. Padidinti tokio reporterio jautruma transkripcinio aktyvumo pokyciams bty
galima destabilizavus fluorescencinj baltyma.

Lentivirusinio ,,TET ON* vektoriaus higromicino atsparumo genas buvo pakeistas j puromicino
atsparumo geng. Peliy ODC1 geno PEST seka buvo klonuota | pEGFP-C2 vektoriy. Buvo atlikta
pEGFP-C2-PEST konstrukto sekoskaita. Tuomet jprastas bei destabilizuotas eGFP variantai buvo
subklonuoti j ,,TET ON* sistemos vektoriy. Buvo iSvestos atitinkamos lgsteliy linijos, jose buvo
indukuota eGFP bei deGFP raiskos. Palyginimas parodé dramatiskg skirtumg tarp eGFP bei deGFP
fluorescencijos intensyvumy. Buvo padaryta iSvada, jog PEST seka yra veikli. Tuomet P21
promotoriaus seka su dviem P53 atpaZinimo elementais buvo klonuota j pJET plazmide. Buvo atlikta
konstrukto sekoskaita. Tada P21 promotorius buvo subklonuotas j lentivirusines plazmides prieSais
eGFP ir deGFP geny sekas. Gauty konstrukty transdukcijai ir validavimui buvo pasirinktos HCT116
bei HCT116-p537 lasteliy linijos. Tuomet i§vestos linijos buvo paveiktos fiksuotomis P53 induktoriy
— nutlino ir oksaliplatinos koncentracijomis. Buvo nustatyta, jog reporteriai reaguoja 1 P53
egzistavimg ir jo transkripcinio aktyvumo indukcija. Buvo atliktas nutlino ir oksaliplatinos doziy
titravimas. Regresiné analizé parodé, jog sistemos variantas su jprasta eGFP versija yra geresnis
naudojimui su tékmés citometru. Naudojant eGFP reporterio versijg, buvo patvirtintas HepG2 1asteliy
linijos teigiamas P53 statusas. Buvo atlikta PC1 ir PC2 lasteliy linijy TP53 geno koduojancio regiono
sekoskaita. Buvo nustatyta nauja TP53 mutacija ¢.1025delG (p.Arg342GInfs*3). Naudojant sukurtg
reporter] buvo parodyta, jog P53 su Sita mutacija neturi transkripcinio aktyvumo. Buvo pabandyta
padidinti P53 reporterio specifiSkuma, pakeitus P21 promotoriy ] viengubg bei trigubg P53 atsako
elementy bei YB TATA ir minCMVmod minimaliy promotoriy skirtingus derinius. Deriniai su
minimaliu YB_TATA promotoriumi buvo neveiklas. Deriniai su minCMVmod promotoriumi buvo

tik dalinai veiklis, taciau daugiau specifiniai.



Galy gale, galima teigti, jog P53 fluorescencinis reporteris buvo sukurtas, sékmingai pritaikytas
HepG2, PC1 ir PC2 Iasteliy linijy P53 varianty transkripcinio aktyvumo nustatymui. Taciau, jo
modifikavimas nepavyko.
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SUMMARY

P53 is an extremely important for cancer supression transcription factor. Thus, it would be
beneficial to assess its transcriptional activity in living cells in real time. This can be achieved by
creating its fluorescent reporter. The sensitivity of such a reporter to changes in transcriptional activity
could be enhanced by destabilizing the fluorescent protein.

The hygromycin resistance gene of the lentiviral "TET ON" system vector was replaced with the
puromycin resistance gene. The PEST sequence of the mouse ODC1 gene was cloned into the
PEGFP-C2 vector. The pEGFP-C2-PEST construct was sequenced. Then, both standard and
destabilized eGFP variants were subcloned into the "TET ON" system vector. Corresponding cell
lines were derived, and eGFP and deGFP expressions were induced in them. The comparison showed
a dramatic difference between the intensities of eGFP and deGFP fluorescence. It was concluded that
the PEST sequence is active. Then, the P21 promoter sequence with two P53 responsive elements
was cloned into the pJET plasmid. The construct was sequenced. Then, the P21 promoter was
subcloned into lentiviral plasmids before the sequences of eGFP and deGFP genes. For the
transduction and validation of the obtained constructs, HCT116 and HCT116-p53™ cell lines were
selected. The derived lines were then exposed to fixed concentrations of P53 inducers - nutlin and
oxaliplatin. It was found that the reporters respond to the existence of P53 and the induction of its
transcriptional activity. Nutlin and oxaliplatin dose titrations were performed. Regression analysis
showed that the system variant with the standard eGFP version is better for use with flow cytometry.
Using the eGFP reporter version, the positive P53 status of the HepG2 cell line was confirmed. The
sequencing of the coding region of the TP53 gene of PC1 and PC2 cell lines was performed. A new
TP53 mutation ¢.1025delG (p.Arg342GInfs*3) was identified. Using the created reporter, it was
shown that P53 with this mutation has no transcriptional activity. Attempts were made to increase the
specificity of the P53 reporter by replacing the P21 promoter with single and triple P53 response
elements and different combinations of YB_TATA and minCMVmod minimal promoters.



Combinations with the minimal YB_TATA promoter were inactive. Combinations with the
minCMVmod promoter were only partially active, but specificity was increased.

In conclusion, it can be stated that the P53 fluorescent reporter was created and successfully
applied to determine HepG2, PC1, and PC2 cell lines® P53 transcriptional activity. However, its

modification was unsuccessful.



IVADAS

P53 — genomo sargas

P53 — labiausiai istirtas transkripcijos faktorius. Labai sudétinga rasti lastelinj procesg, kurio
jis neveikty. Tikriausiai, pati Zinomiausia jo funkcija yra naviko formavimosi slopinimo. Taciau, po
atradimo i§ pradziy P53 buvo zinomas kaip onkogenas. Tokia interpretacija buvo susijusi su tuo,
jog sio baltymo mutantai daznai jgauna papildomy funkcijy, kurios stimuliuoja kancerogenezg ir
atsparuma prieSvéziniams preparatams. Tik po 10 mety P53 buvo priskirtas prie naviky supresoriy.
50% naviky jis turi iaktyvuojané¢ias mutacijas. Sis transkripcijos faktorius realizuoja savo
prieSvézing funkcijg per lastelinio ciklo stabdymo, DNR pazaidy taisymo, Iastelinio senéjimo ir
lastelinés Zities indukcijas. Be to, P53 statusas apsprendzia véZziu serganciy ligoniy atsakg j
dauguma prieSvéziniy preparaty. Nepaisant auksciau iSvardinty funkcijy, Sis transkripcijos faktorius
dalyvauja ir kituose svarbiuose procesuose, tokiuose kaip epitelio-mezenchiminis virsmas ir
embriogeneze.

Nepaisant to fakto, jog P53 labiausiai istirtas transkripcijos faktorius, iki pilno jo veikimo
supratimo dar labai toli. Kadangi P53 realizuoja pagrindines savo funkcijas kaip transkripcijos
faktorius, vienas i$ jo tyrimo biidu yra jo transkripcinio aktyvumo tiesioginis arba netiesioginis
stebéjimai. Netiesioginis jo transkripcinio aktyvumo jvertinimas dazniausiai realizuojamas per
metodus, susijusius su jo kiekiu Igstelése. Tai kiekybinis PGR, imunohistochemija,
imunocitochemija ir imunoblotas. Taciau, nors P53 kiekis lastelése koreliuoja su jo transkripciniu
aktyvumu, tai yra tik koreliacija, bet ne priezastinis rySys. Be to, dauguma metody leidZia jvertinti
jo kiekj tik jau sulizuoty lgsteliy visumoje arba audiniuose ir pavienese fiksuotose lgstelése. Taciau,
neseniai buvo iSaiskinta, jog P53 baltymo kiekis bei transkripcinis aktyvumas periodiSkai keiciasi
lastelése ir po poveikiy citotoksiniais preparatais irgi pastebimos osciliacijos. Galuting jy reikSme
dar reikés 18aiSkinti. Taciau, jau dabar Zinoma, kad jos yra svarbios.

Taigi, tam, kad buty galima tiesiogiai stebéti P53 transkripcinj aktyvumg gyvose lastelése
jmanomi du variantai. Pirmas variantas yra genetiskai modifikuoti jo taikininio geno seka in vivo
taip, jog kartu buty fluorescencinio baltymo raiska. Tai jau buvo padaryta su P53 pagrindinio
taikinio, CDKN1A geno seka (koduoja P21 baltymg). Taciau, tokia prieiga turi net tris problemas:

a) Realizavimo problema. Naujos CRISPR/Cas9 sistemos variacijos vis dar sudétingai jveda
ilgas sekas ] genomag;
b) Specifiskumo problema. Akivaizdu, jog P53 taikininiy geny promotoriai turi ne tik P53

atsako elementus;



¢) Taikininio geno baltymo i$veiklinimo problema. Net jei nenaudojamas baltymy suliejimo

metodas, pries arba po taikininio geno jvedant 2A peptidus, vis tiek lieka i§veiklinimo
rizika.

Kito varianto principas yra senesnis, bet patikimesnis: taikininio transkripcijos faktoriaus taikininio

geno promotorius su atitinkamo faktoriaus atpazinimo elementais klonuojami j plazmide priesais

fluorescencinio baltymo gena. Tokiu buidu i§ karto iSsprendziamos a ir ¢ problemos. Taciau, lieka

specifiSkumo problema. Jg bty galima i$spresti vietoj taikininio geno promotoriaus klonuojant tik

taikininio transkripcijos faktoriaus atsako elementus bei minimaly (Serdinj) promotoriy.

Norint stebéti transkripcijos faktoriy transkripcinio aktyvumo pokycius nelabai tinka jprasty
fluorescenciniy baltymy sekos, nes jy pus¢jimo laikai lgstelése dazniausiai labai ilgi ir matuojami
dienomis. Taciau, baltymy pus¢jimo laikus galima sumazinti, pavyzdziui, pridedant sekas, kuriose
daug proliny, glutamaty, seriny ir treoniniy aminortagsc¢iy liekany (PEST sekos). Tokios sekos
nukreipia turinCius jas baltymus proteosominiam degradavimui, Zymiai sumazinant jy pus¢jimo
laika. Tokiy modifikuoty fluorescenciniy baltymy sekos vadinamos destabilizuotomis.

Transkripcijos faktoriy fluorescenciniy reporteriy potencialus pritaikymas yra labai platus.
Pavyzdziui, galima tikrinti neZzinomo statuso pagal tuos faktorius Igsteliy linijas. Taip pat,

nustatinéti naujai atrasty mutacijy poveikj faktoriaus transkripciniam aktyvumui.

Tikslas
Sukurti P53 transkripcijos faktoriaus fluorescuojancius reporterius ir istirti jy veiklumag bei

specifiSkumag jvairiose véZinése lastelése.

UZdaviniai

1. Pakeisti higromicino atsparumo geng ] puromicino atsparumo geng ,,TET ON* sistemos
vektoriuje;

2. Klonuoti PEST seka i§ peliy ODC1 geno j pPEGFP-C2 vektoriy, po to subklonuoti eGFP bei
deGFP geny sekas | vektoriy su ,,TET ON* sistema, iSvesti atitinkamas lgsteliy linijas,
indukuoti ty geny raiska bei sulyginti fluorescencijos intensyvumus;

3. Klonuoti P21 promotoriaus seka j pJET plazmide, atlikti jos sekoskaita, subklonuoti i
lentivirusinj vektoriy prieS eGFP bei deGFP genus, iSvesti atitinkamas 1gsteliy linijas,
nustatyti gauty sistemy veiklumg ir specifiSkuma P53,;

4. JTvertinti HepG?2 Iasteliy linijos P53 statusg, patikrinus jo transkripcinj aktyvuma taikant
naujai gauta reporterj;

5. Atlikti PC1 ir PC2 lgsteliy linijy TP53 koduojancio regiono sekoskaitg ir jvertinti ity linijy

P53 varianty transkripcinj aktyvuma,;



6. Padidinti P53 transkripcnio reporterio specifiSkuma, klonuojant skirtingus atsako elementy

bei minimalius promotoriy variantus vietoj P21 promotoriaus j reporterines plazmides.



LITERATUROS APZVALGA

P53 genomo sargas

TP53 yra genas, kuris koduoja P53 naviko supresorinj baltyma, daznai vadinama ,,Genomo
sargu (Lane, 1992). Jo pagrindiné biologiné funkcija yra genomo integralumo palaikymas. Be to,
P53 atlieka papildomas funkcijas vystymesi, lgsteliniame senéjime ir Igsteliy diferenciacijoje (Jain
& Barton, 2018). Pavyzdziui, P53 genetiniy modeliy fenotipai pasizymi iSankstiniu senéjimu,
lasteliy pluripotencijos indukavimu ir embriony negaléjimu atlikti gastruliacijg (Hong et al, 2009;
Tyner et al., 2002). P53 baltymas yra transkripcijos faktorius, kuris valdo daugelio biologiniy
procesy rezultata priklausomai nuo lastelinio streso tipo. Streso signalai, aktyvuojantys p53, jjungia
onkogeny aktyvacija, DNR paZeidimg ir replikacinj stresa (Kastenhuber & Lowe, 2017).
Reaguodamas j $ituos stresus, P53 yra modifikuojamas post-transliaciniame etape ir, priklausomai
nuo Igstelinio streso tipo indukuoja atitinkamy geny transkripcija, taip valdydamas Igstelés likima
(Bode & Dong, 2004). Daugiausiai istirti biologiniai procesai, kuriuose dalyvauja P53, yra
lastelinio ciklo stabdymas, senéjimas, DNR reparacija ir apoptozé (1 pav.). Per pastaruosius metus
mokslininkai nustaté daug kity biologiniy procesy, kuriems P53 yra svarbus. Tai autofagija,
lastelinis metabolizmas, feroptozé ir procesai, susije su reaktyviy deguonies rasiy susidarymu. Kai
kuriuos 1§ Siy biologiniy procesy P53 neveikia kaip transkripcijos faktorius, bet realizuoja savo
aktyvuma per saveika su kitais baltymais. PavyzdZiui, apoptozés signalinio kelio aktyvacija gali

atsitikti dél P53 sgveikos su antiapoptiniais baltymais mitochondrijose.
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1 pav. P53 signaliniy keliy apZvalga. Lasteliniai stresai, jskaitant DNR pazeidimus, onkogeny
aktyvacija, hipoksija ir replikacinj arba transliacinj stresus, aktyvuoja jutiklinius baltymus ATM,
ATR, Chk1, Chk2, DNA-PK ir p14ARF. Sitos kinazés fosforilina P53 taip jj stabilizuojant.
Stabilizuotas P53 tetramerizuojasi ir sgveikauja su P53 atsako elementais genome. P53
stabilizavimo pagrindinis reguliatorius yra MDM2, kuris taip pat yra P53 taikinys, tuomet
formuojamas neigiamas griztamasis rySys. Kiti baltyminiai modifikatoriai ir kofaktoriai, kurie
sgveikauja su P53 baltymu, reguliuoja jo taikininiy geny transkripcinj aktyvumg (Hernandez
Borrero & El-Deiry, 2021).

P53 atradimo istorija ir jtaka kancerogenezei

P53 yra mutuotas net 50% zmogaus vézio atvejy, o likusiuose 50% atvejy inaktyvuojamas jo
signalinis kelias. Tai gali atsitikti dél MDM2 amplifikacijos, p14ARF praradimo ir mutacijy ATM
ir Chk2 aktyvuojanciose kinazése (Lain & Lain 2003). P53 kelio funkcijos praradimas suteikia
vézinéms lasteléms pranaSumga apeiti onkogeninius ir DNR pazeidimy signalus, Siekiant testi
nenormalig proliferacija. Nenuostabu, kad 1979 metais, kai P53 buvo pirmg kartg atrastas, buvo
manyta, jog tai yra onkogenas, nes jo mutuota forma buvo aptikta véziniy audiniy daugumoje
dideliais kiekiais. Atitinkamai, P53 atradimas buvo susijes su dideliu bezdzioniy viruso T-antigenu
40 (SV40), kurio jvedimas j lasteles 1émé lasteliy transformacijg ir supiktybéjimag (Linzer & Levine,
1979). Ankstyvi tyrimai parodé, kad turimy P53 KDNR klony transfekcija Iémé P53 ir Ras
protoonkogeno kooperacija, transformuojant ziurkés pirminius embrioninius fibroblastus (Luis et

al., 1984). Tik 1989 metais buvo nustatyta, jog P53 yra naviky supresorius. Baker ir kt. (1989) sieké



iStirti 17p chromosomos regionus, daznai prarandamus kolorektalinio vézio atvejais, vieta kur yra
TP53 genas. Mokslininky grupé klonavo ir sekvenavo likusius 17p chromosomos karcinomos
naviky regionus ir palygino juos su ankséiau publikuotomis p53 sekomis. I$nagrinéjus sekvenavimo
rezultatus, Baker ir kt. (1989) isaiskino, kad vienas navikas turi 143 kodono missense mutacijg (T >
C pokytis), o kitas navikas turi 175 kodono G > C missense mutacija (Baker et al., 1989). Be to,
buvo nustatyta, jog tu paciy pacienty normaliis audiniai neturi §iy mutacijy. Tai reiskia, jog Sios
mutacijos yra somatinés (Baker et al., 1989). Vélgi, somatinés mutacijos regione, kuris koduoja P53
mete 18Sukj onkogeno sampratai, tuomet buvo pripazinta, jog P53 geriau tinka naviky supresoriaus
vaidmuo.

Pirmos P537- C57BL/6 pelés buvo sukurtos 1992 metais naudojant mikroinjekcijos metoda.
Sios pelés netikétai neturéjo vystymosi defekty, tatiau, jos turéjo pastebimai didesne vézio
atsiradimy rizika: vézys pradéjo vystytis net 10 savaiiy amzZiuje, jskaitant sarkomas ir limfomas
(Donehover et al., 1992). Sitas ir daugelis kity vélesniy tyrimy [20] pakeité jsitvirtinusig P53

paradigma, ir tada, pagaliau, P53 galutinai tapo naviko supresorius.

P53 struktiira ir funkcijos

Pirminé P53 baltymo struktiira susideda i§ penkiy pagrindiniy domeny: transaktyvacijos
domeno, prolinu turtingg domeno, DNR sgveikos domeno, tetramerizacijos domeno ir reguliavimo
domeno (Harris, 1996) (2 pav.). Transaktyvacijos domenas (TAD) yra N-gale ir suskaidytas j dvi
sritis: TAD1 ir TAD2. Sitos sritys leidzia p53 baltymui saveikauti su jvairiais kofaktoriais, ir abu
yra bitini nuo p53 priklausomam vézio supresavimui, atsakant, pavyzdziui, ] DNR pazeidimy stresg
(Brady et al, 2011). Vis délto, kiekvienas transaktyvacijos domenas suteikia p53 specifiSkuma
kofaktoriams, kuris savo ruoztu veikia lgstelés galutinj atsaka j tam tikrg stresg. TAD sritys taip pat
bitinos sgveikai su MDM?2 — P53 neigiamu reguliatoriumi (Lin et al., 1994). Esant stipriam DNR
pazeidimui ir Ras onkogeno aktyvacijai, lastelés su P53 su panaikintu TAD] elgiasi kaip P53,
ta¢iau kai kurie genai-taikiniai visgi ekspresuojami. Kita vertus, TAD2 panaikinimas nelabai veikia
P53 funkcijy. Toks P53 gali indukuoti taikiniy geny p21, Bax, Noxa ir Puma ekspresijg, taip pat
geba sustabdyti ciklg ir indukuoti apoptoze. Abiejy domeny panaikinimas lemia P53 fenotipo
atsiradima, jskaitant negal€jima indukuoti lastelinj senéjima ir polinkj vézio formavimuisi in vivo
(Brady et al., 2011).
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2 pav. (a) p53 domeny struktiira. Zmogaus p53 sudaro 393 aminoriigs¢iy likudiai ir turi
transaktyvacijos domena, prolinu turtinga domeng, DNR-riSimo domena, branduolio lokalizacijos
signalo sritj, tetramerizacijos domeng, branduolio eksporto signalo sritj ir bazinj domena.
Modifikuota pagal. (b) Taikiniy geny transkripcinio aktyvinimo mechanizmai p53 baltymu. [vairiis
stresai aktyvuoja p53, kuris tada atpazjsta seska RRRCWWGYYY (R: purino baze¢, Y: pirimidino
bazé, W: adeninas arba timinas) branduolyje ir sujungia su seka, sudarant tetramera. (¢) NMR
(branduolinio magnetinio rezonanso) struktiira tetramerizacijos domeny. Tetramerizacijos domenas
turi [B-strand-turn-a helix] struktiirg ir sudaro tetramera i$ 2 antiparaleliniy b laksty ir 4 helikso
pakety (Tanaka et al., 2018).

Salia TAD P53 baltymo struktiiroje egzistuoja prolinu turtingas domenas (PRD), taip pat
vadinama poliprolino (PP) regionu su pasikartojaniomis PXXP sekomis, kur P reiskia prolina, o X
yra bet kokia aminoriigstis. Kaip ir TAD, PRD néra butinas P53 sgveikai su DNR. Nors yra
jrodymy, kad PRD yra biitinas efektyviam véziniy Iasteliy kolonijy formavimosi slopinimui in
vitro, kiti duomenys rodo, kad PRD panaikinimas netrukdo priklausomam nuo p53 transformuoty
lasteliy kolonijy formavimosi slopinimui bei ciklo stabdymui, taciau lgstelése yra efektyviau
indukuojama apoptozé (Walker & Levine, 1996; Sakamura et al., 1997; Baptisté et al, 2002).
Transkripcinio reguliavimo lygmenyje tyrimai identifikavo §j regiong kaip svarbig dalj p53 taikiniy
geny, jskaitant GAS1 raiskai (Ruaro et al., 1997). Sis regionas yra svarbus laukinio tipo p53
stabilumui, nes PRD panaikinimas sukelia p53 branduolinj eksportg ir p53 tampa linkgs
ubikvitilinimg ir MDM?2 tarpininkaujamg degradacija. Ypac esant MDM2, PRD domeno

panaikinimas sumazina p53 transkripcinj aktyvuma, o tai rodo, kad panaikinimas/mutacijos Siame



regione turi neigiamy pasékmiy laukinio tipo p53 funkcijai (Berger et al., 2002). PRD vaidmuo taip
pat buvo parodytas in vivo, kai jo panaikinimas sumazino timocity gebéjima atlikti apoptoze po
ap$vitinimo (Lowe et al., 1993). Idomu, kad PRD turi skirtingus padarinius tarp sagveikos su MDM?2
ir MDM4, su MDMZ2 susijusiu baltymu ir p53 neigiamu regulatoriumi. Pakenkta PRD lémé
didesniy naviky susidaryma nei laukinio tipo p53 peléms, esant MDM?2 ir MDM4. Vis délto,
MDMA4 ir p53 PRD sinchroninis panaikinimas, atkiiré peliy naviky svorj, panasy j WT p53 peliy,
bet ne peliy su MDM2*". Tai rodo, kad PRD neturintys p53 yra labiau jautresni MDM4
panaikinimui, o MDM4, o ne MDM2, daro p53 transkripciniu poZitriu neaktyvy (Toledo et al.,
2006).

P53 centrinio branduolio regiono aminoriigs¢iy liekanos nuo 102 iki 292 apima p53 DNR
saveikos domeng (DBD). Si sritis leidzia p53 atlikti savo funkcija kaip transkripcijos faktorius
sekos specifinéje tvarkoje, atpazjstant p53 atsako elementa (RE). Sia specifing DNR seka, prie
kurios prisijungia p53, sudaro dvi 10 bp sekos kopijas, atskirtas 0—13 bp, 5’-RRRCWWGYYY-3,
kur R yra purinas, C yra citozinas, W gali biiti adeninas ar timinas, G yra guaninas, o Y yra
pirimidinas (EI-Dayri et al., 1992) . Kad genas biity transkripciniu poZitiriu reguliuojamas p53,
jame turi buti dvi 10-bp p53 RE kopijos, o tai gali biiti geno promotoriuje, introne arba geno

apacioje.

p53 baltymo C-gale yra dar du svarbiis regionai: tetramerizacijos domenas ir C-galinio
reguliavimo domenas. Tetramerizacijos domenas (TD) leidZia keturiems p53 baltymams
oligomerizuotis kaip tetrameras, leidZiantis tinkamg baltymy konformacijg susijungti su DNR sekos
atpazinimui (Halazonetis & Kandil, 1993). Seky panaikinimai Siame regione ne tik veikia p53
galimybe susijungti su DNR, bet ir trukdo jo sgveikai su kitais baltymais (Gabizon et al., 2017).
Parodyta, kad TD taip pat yra biitinas p53 post-transliacinéms modifikacijoms, tokioms kaip
fosforilinimas ir ubikvitinacija. Svarbu, kad MDM?2 ubikvitinacija grazinty p53 j pradinj lygj, kai

stresas yra baigtas, ir tam reikia, kad p53 biity jo oligomerizuotoje biisenoje (Maki, 1999).

C-galinio domeno vaidmuo buvo laikomas reguliavimo domenu. Anksti per jo atradimg buvo
manoma, kad jis neigiamai reguliuoja p53 ir jo nereikia DNR ri§imuisi (Anderson et al., 1997).
Dabar suprantama, kad §io regiono delecija neigiamai veikia p53 DNR ri§imo domeng, kol C-
galinis reguliavimo domenas yra pakitgs post-transliacinio modifikavimo po streso signaly. Tali

lemia C-galinio reguliavimo slopinimo pasalinima, leidziantj p53 prisijungti prie RE.

Taigi, p53 baltymo struktiira apima sritis, kurios yra biitinos geny transkripcijai ir reguliavimui,

ir yra atsakingos uz streso atsaka.



1. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Aparatira

[vairaus tiirio mégintuvéliai, glaistikliai, laminariné spinta (ESCO), automatinés pipetés
(Eppendorf), termoblokai (Biosan), minksta purtyklé (Ika), purtyklés auginimui (Forma),
spektrofotometras (Eppendorf), Saldoma staliné centrifuga (Eppendorf), Petri 1ékstelés (Sarstedt),
DNR celektroforezés aparatas — elektros srovés Saltinis (E — C apparatus corporation), vonelés
(Hoefer), mini centrifuga — purtyklé (Biosan), analitinés svarstyklés (Kern), pH-metras (Knick),
magnetiné maiSykl¢ (Hanna), vartyklé (Stovall), termocikleris (Eppendorf), inkubatorius Zzinduoliy

lasteliy kultivavimui, tékmés citometras (Guava easyCyte 8HT)(Merck).

2.2. Medziagos
2.2.1. E. coli bakterijy kamienai

DH5a — naudojamas rutininiam klonavimui ir plazmidziy be retrovirusiniy ir lentivirusiniy
elementy dauginimui;

Stbl3 — naudojamas lentivirusiniy ir retrovirusiniy plazmidziy dauginimui.

2.2.2. Zmogaus lasteliy linijos

HCT-P (ATCC® CCL-247) — HCT116 téviné kolorektalinés karcinomos lgsteliy linija;

HCT-P-p537 — HCT116 lasteliy linija, ivesta Proteomikos Centro laboratorijoje, su
iSveiklintu TP53 genu abiejuose aleliuose;

PC1 ir PC2 — zmogaus kasos véziniy Igsteliy linijos, iSvestos Proteomikos Centro
laboratorijoje;

HepG2 (ATCC® HB-8065) — zmogaus hepatomos lgsteliy linija;

HEK293T (ATCC® CRL-3216) — zmogaus inksty-embrioniné Igsteliy linija, naudojama

lentivirusiniy vektoriy gamybai.

2.2.3. Reagentai bakterijy auginimui, kompetentiniy bakterijuy paruoS$imui bei teigiamy
transformanty atrankai

LB terpé (10 g/L triptonas, 5 g/L mieliy ekstraktas, 10 g/ NaCl tirpalas vandenyje, pH 7,0);
kalcio chloridas (Sigma Aldrich); magnio chloridas (Sigma Aldrich); PEG 4000 (Sigma Aldrich);
DMSO (Sigma Aldrich); gliukoze (Sigma Aldrich); ampicilino natrio druska (Sigma Aldrich).



2.2.4. Reagentai Zmogaus lasteliy kultivavimui

DMEM terpé (ThermoFisher Scientific) (buvo naudojama visoms lasteliy linijoms i$skyrus
PC1, PC2); IMDM terpé (ThermoFisher Scientific) (buvo naudojama PC1, PC2 Igsteliy linijy
kultivavimui); FBS (ThermoFisher Scientific); Penicilinas-Streptomicinas (ThermoFisher
Scientific); Tripsinas: 500 mL triprino tirpalo sudaro 496,94 mL PBS, 0,9 g tripsino, 2,16 mL 0,25
M EDTA, doksiciklinas (Sigma Aldrich).

2.2.5. PrieSvéziniai vaistai

Oksaliplatina (Accord Healthcare), 5-fluoruracilas (Accord Healthcare).

2.2.6. MDM2 aktyvumo inhibitoriali
Nutlin3a (Sigma Aldrich).

2.2.7. Reagentai Zmogaus lasteliy transfekcijai ir stabiliy lasteliy linijy kiirimui
Lipofectamine 3000 (Thermofisher scientific); polibrenas (Thermofisher scientific);

puromicinas (Sigma Aldrich).

2.2.8. Rinkiniai DNR i$kyrimui ir gryninimui
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen), Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (ZYMORESEARCH).

2.2.9. Rinkiniai PGR
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific), Phire Tissue Direct PCR
Master Mix (ThermoFisher Scientific).

2.2.10. Rinkiniai kolonijy PGR
DreamTag DNA Polymerase (5 U/uL) (ThermoFisher Scientific).

2.2.11. Rinkiniai geny klonavimui

CloneJET PCR Cloning Kit (ThermoFisher Scientific).

2.2.12. Kiti fermentai darbams su DNR
a) Fosfatazé: FastAP (ThermoFisher Scientific).
b) Polinukleotidy kinazé: T4 PNK (ThermoFisher Scientific).



c) DNR ligazé: T4 DNA Ligase (ThermoFisher Scientific).
d) Restrikcijos endonukleazés (ThermoFisher Scientific): Bsp14071, Bsp119l, EcoRl, Xhol,
Nhel, Sall, Ndel, BshTI, Eco91l, Kpnl, Hindlll, Ncol, Xbal, Ecl1361l, Vspl .

2.2.13. Kiti reagentai ir rinkiniai darbams su DNR
100 mM ATP tirpalas (ThermoFisher Scientific).

2.2.14. Reagentai DNR elektroforezei

TopVision agarozé (ThermoFisher Scientific), Tris (Sigma Aldrich), EDTA (Sigma Aldrich),
boro rugstis (Sigma Aldrich), 6x DNR uznesSimo dazai (ThermoFisher Scientific), 10 mg/mL
etidzio bromidas (Invitrogen). Naudoti DNR dydzio standartai: GeneRuler DNA Ladder Mix
(SM0333) (ThermoFisher Scientific).

2.2.15. Plazmidés

pCMV-dR8.91 (https://www.addgene.org/vector-database/2221/) — lentivirusiné pakavimo
plazmidé;

pCMV-VSV-G (Addgene plasmid # 8454) — lentivirusiné apvalkalo plazmidé.

pCW57 (Hygro) (Addgene plasmid # 80922) — "viskas viename" lentivirusiné perne$imo
plazmid¢ stabiliy zmogaus lasteliy linijy kiirimui su tikslinio geno indukuojamos ekspresijos
galimybe. Turi higromicino atsparumo geng po hPGK promotoriaus kontrole.

pEGFP-C2 (Clontech) (https://www.addgene.org/vector-database/2488/) — plazmidé su eGFP
genu, skirta ekspresijai Zinduoliy 1gstelése.

pJET1.2 (ThermoFisher Scientific)
(https://www.snapgene.com/plasmids/basic_cloning_vectors/pJET1.2_blunt) — plazmidé i$
CloneJET PCR Cloning Kit (ThermoFisher Scientific) rinkinio.

pKLV-U6gRNA(BbsI)-PGKpuro2ABFP (Addgene plasmid # 50946) — lentivirusiné
transferiné plazmidé su puromicino atsparumo ir TagBFP genais po PGK promotoriaus kontrole.

pLIM1-eGFP (Addgene plasmid # 19319) — lentivirusiné pernesimo plazmidé stabiliy
zmogaus lasteliy linijy kiirimui su eGFP genu, esan¢iu po CMV promotoriaus kontrole. Taip pat
turi puromicino atsparumo gena po hPGK promotoriaus kontrole.

pLIM1-empty (Addgene plasmid # 91980) — seka atitinka pLIM1-eGFP su iskirptu eGFP.

Buvo naudojama kontroliniy Igsteliy linijy iSvedimui.

2.2.16. C57BL/6J peliy KDNR
Gauta i§ BCHI Biologiniy modeliy skyriaus.



2.2.17. PC1, PC2 véziniy lasteliy liniju kDNR

Dovana i§ dr. Marijos Ger.

2.2.18. Pradmenys ir kiti oligonukleotidai

Oligonukleotido seka

Pavadinimas

CGGGTTTTGTACAGGGACAGCAGAGATCCACTTTG
ATTATTCGAAGGCACCGGGCTTGCGGGTCATG
GTGTTCCGCATTCTGCAAG
CATATGTTCGAATGCTTCCCAGGAACATGCTTG
TATAGCTAGCGGCTCCACAAGGAACTGACTTC
ATGTCGTGGTGGTGGTGAGCTAG
GTCAGTAATTGTAGCTGCTCCAAG
TATATCTCGAGGCAACTCATGAAGCAGATCCAGAG
TTTATGAATTCTACACATTGATCCTAGCAGAAGCAC
CTAGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGCGCCTATAAAA
CTGCTTTTATAGGCGCCCACCGTACACGCCTACCG
GCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGA
CCGGTCTCCAGGCGATCTGACGGTTCACTAAACGAGCT
TATGGAACATGTCCCAACATGTTGG
CTAGCCAACATGTTGGGACATGTTCCA
TATGGGGCATGTCCGGGCATGTCCGAACATGTC
TTGGGACATGTTCGGACATGCCCGGACATGCCCCA
CCAACATGTTGGGACATGCCCGGGCATGTCTG
CTAGCAGACATGCCCGGGCATGTCCCAACATG
CTAGCTCTAGAGGGTATATAATGGGGGCCAA
CCGGTTGGCCCCCATTATATACCCTCTAGAG
ATGGAGGAGCCGCAGTCAGAT
GACAGAAGGGCCTGACTCAGACTGACAT
GAGGGCCTATTTCCCATGATT

hPGK_Fw_Bsp14071
PuroR_Rev_Bsp119I
hPGK-F
P21p_Ndel_Bsp119l_Fwz2
P21p_Nhel_Rev2
p21prom_seql
p21prom_seq2
PEST_Xhol_Fw
PEST_EcoRI_Rev
minCMVmod-1a
minCMVmod-1b
minCMVmod-2a
minCMVmod-2b
P21 RE-1

P21 RE-2
TRIPLE_RE-1a
TRIPLE_RE-1b
TRIPLE_RE-2a
TRIPLE_RE-2b
YB_TATA-1
YB_TATA-2
P53 a Fw_lII
P53 a Rv

hU6-FW

2.3. Metodai

2.3.1. E. coli chemokompetentiniy lasteliy paruoSimas naudojant magnio chlorida, DMSO ir

PEG

Ruosiant kompetentines lasteles, procesai turi biiti atliekami steriliai laminarinéje spintoje.

Prie$ pradedant darba, pipetmany antgaliai, kurie bus naudojami, atSaldomi -20 °C Saldiklyje.

Atitinkamy kamieny mégintuvéliai iSimami i$ -80 °C Saldiklio ir neleidziant joms atsilti, steriliomis

salygomis imamas mazas uzsaldytos bakterijy suspensijos kiekis ir perkeliamas  stiklinj

meégintuvelj su 3 mL sterilios kambario temperatiiros LB terpés. Toliau bakterijos auginamos 265

rpm bei 37 °C salygomis kratykléje per naktj. Tada inokuliuojamos sterilios kolbos su 50 mL

sterilios LB terpés, panaudojant 0,5 mL naktiniy kulttiry, ir atitinkamy kamieny kulttiros




kultivuojamos iki 0,6-0,7 OD600 optinio tankio 37 °C, 265 rpm sglygomis. Tuo metu paruo$iamas
TSS: LB terpé su 10% PEG (Mr = 4000), 20-50 mM MgCl: ir 5 % DMSO, pH 6,5-6,8. TSS
filtruojamas su 0,22 pm filtru bei atSaldomas ledy voneléje. Kai bakterijy kultiiry reikiamas optinis
tankis pasiekiamas, bakterijy suspensijos perpilamos j sterilius atSaldytus 50 mL mégintuvélius bei
centrifiguojamos 2700 x g, 4 °C sglygomis 10 min. Toliau supernatantas nupilamas ir bakterijy
nuosédos resuspenduojamos 2,5 mL TSS, Svelniai pipetuojant. Laukiama 10 min. Tada bakterijy
suspensijos i§fasuojamos po 100 pL j 1,5 mL sterilius atSaldytus mégintuvélius bei kuo greiciau

uzsaldomi -80 °C $aldiklyje. TSS likuciai saugomi -20 °C $aldiklyje (Chung & Miller, 1993).

2.3.2. Chemokompetentiniy E. coli lIasteliy transformacija ir kolonijy auginimas

Reikiamas kiekis mégintuvéliy su kompetentinémis bakterijomis iSimamas i$ -80 °C ir
mégintuvéliai inkubuojami lede 10 min. Toliau paimama 1-10 pL atitinkamy atSaldyty lede
ligavimy miSiniy ar plazmidziy tirpaly ir suleidziama j kompetentiniy bakterijy mégintuvélius
laminaringje spintoje. Bakterijy suspensijos atsargiai maiSomos su pipetmano antgaliu laikant
meégintuvelius lede. Tada mégintuvéliai su bakterijomis inkubuojami ledo vonel¢je 1 val. Tuomet
jie perkeliami j stovg ir | kiekvieng mégintuvélj pridedama 900 pL kambario temperatiiros sterilios
LB terpés su 20 mM gliukozés. Toliau mégintuvéliai perkeliami j mégintuvéliy termostatg su
kratyklés funkcija ir kratomi 250 rpm 1 val. Tuo laiku atitinkamas Petri 1€kSteliy su agarozine LB
terpe su ampicilinu kiekis perkeliamas j inkubatoriy (temperatiira — 37 °C). Pasibaigus inkubacijos
laikui, mégintuvéliai perkeliami j mikrocentrifugg. Centrifugavimo parametrai: 3-5 min, 3000 —
5000 x g. Supernatantas atsargiai dekantuojamas. Nuosédos resuspenduojamos 200 pL Sviezios LB
terpés Svelniai pipetuojant. Toliau kiekvieno mégintuvelio bakterijy suspensija iSpilstoma ant
atitinkamos Petri 1€kStelés agarozinés terpés pavirSiaus ir Spateliuojama, kol agaro pavirSius tampa
sausas. Tuomet lékstelés apverciamos ir jstatomos j bakterijy inkubatoriy 12-36 val. Kai kolonijos
pasiekia 1-3 mm dydj, 1ékstelés istraukiamos i§ inkubatoriaus, apvyniojamos parafilmu ir jstatomos

j 4 °C 8aldytuva (Chung & Miller, 1993).

2.3.3. Transformuoty E. coli bakterijy kultiiry auginimas ir plazmidinés DNR gryninimas
Reikiamos Petri 1¢kstelés su E. coli transformanty kolonijomis iSimamos i$ 4 °C saldytuvo ir
istatomos 1 bakterijy inkubatoriy 10 min. Pasirinktos kolonijos sunumeruojamos, atsargiai
prilieciamos 2,5 puL ar 200 pL steriliais pipetmano antgaliais ir antgaliai jmetami ] atitinkamus
mégintuvélius su LB terpe ir 50-100 pg/mL ampicilino laminarinéje spintoje. Mégintuvéliai
jstatomi ] bakterijy kratykle ir bakterijy kultiiros auginamos 12-24 val. 37 °C 265 rpm salygomis
(terpés skaidrumo praradimas laikomas bakterijy augimo indikatoriumi). Toliau plazmidés

gryninamos pagal QIAprep Spin Miniprep Kit rinkinio protokola.



2.3.4. DNR fragmenty gryninimas i$ agarozinio gelio, restrikcijy bei PGR miSiniy

DNR fragmenty gryninimui i§ agarozinio gelio, restrikcijy bei PGR miS$iniy naudojamas
Zymoclean Gel DNA Recovery Kit rinkinys. Nors jis néra rekomenduojamas gryninimui i$
restrikcijy bei PGR miSiniy, eksperimentai miisy laboratorijoje parodé, kad jis veikia patikimai
gerai: ] restrikcijy bei PGR miSinius pridedamas trigubai didesnis ADB buferinio tirpalo tiris,
agarozinio gelio tirpdymo zingsnis praleidziamas, mégintuvéliai su miSiniais vorteksuojami,
centrifuguojami ir gryninami. Toliau DNR gryninimas vyko vadovaujantis rinkinio protokolu su
viena iSimtimi: uznesus praplovimo buferj i kolonéles, jos inkubuojamos 3-5 min kambario
temperatiiroje ir tik po to centrifuguojamos. Kartais naudojamas QIAquick Gel Extraction Kit
rinkinys DNR fragmenty valymui i§ agarozinio gelio ir restrikcijy misiniy. PGR misinio atveju
vietoj QG buferinio tirpalo naudojamas PB buferinis tirpalas i§ QIAprep Spin Miniprep Kit. Tuomet
prie PGR misinio pridedamas penkis kartus didesnis uz misinj PB buferinio tirpalo ttris ir 10 puL 3
M kalio etanoato (pH 5,3) buferinio tirpalo. Toliau gryninimas tgsiamas pagal rinkinio QIAquick
PCR Purification Kit protokolg.

2.3.5. Analitinés plazmidinés DNR restrikcijos endonukleazémis

Imama po 1-2,5 uL plazmidZiy preparaty ir hidrolizuojama 10 pL bendruose tiiriuose. Laikoma,
jog inestas pDNR kiekis ne didesnis nei 0,5 pg, tuomet restrikcijai naudojama po 0,5 puL atitinkamy
endonukleaziy (10 U restrikcijos endonukleazés — 1 pL). Buferiniy tirpaly pasirinkimas atliekamas

vadovaujantis atitinkamy endonukleaziy gamintojo rekomendacijomis arba ThermoFisher Scientific

dviguby restrikcijy skai¢ivotuvu (https://www.thermofisher.com/It/en/home/brands/thermo-

scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-

thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html). Standartinés endonukleaziy

restrikcijy salygos: 37 °C, 1 val. Reakcija sustabdoma 20 min inkubavimu 65-80 °C laipsniy
temperatiiroje arba EDTA prid¢jimu iki 20 mM galutinés koncentracijos. Toliau mégintuvéliai
saugomi -20 °C $aldiklyje arba i§ karto naudojami DNR elektroforezei agaroziniame gelyje su

etidzio bromidu.

2.3.6. DNR elektroforezé agaroziniame gelyje su etidZio bromido dazymu

Priklausomai nuo teoriniy fragmenty ilgiy ir norimos raiskos naudojami 0,8 - 2,5 % agarozés
koncentracijos geliai. RuoSiant 1% agarozés gelj, 1 g agarozés sumaiSomas su 100 mL 1 x TBE
buferinio tirpalo (100 mM Tris bazés, 100 mM Boro riagsties, 2 mM EDTA) ir tirpinama
mikrobangy krosnel¢je su periodiskais pamaiSymais. Atvésus iki 50-60 °C laipsniy, pripilama

etidzio bromido iki 0,5-1 ug/mL galutinés koncentracijos. Tuomet skystis kolboje atsargiai


https://www.thermofisher.com/lt/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
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pamaiSomas ir iSpilstomas j gelio rémelius su atitinkamomis Sukutémis (naudojamos Sukutés, kurios
formuoja Sulin¢lius nuo 15 pL iki 100 pL tiirio). Po 20-40 min kambario temperatiiroje (arba po 10-
15 min Saldytuve) gelis sustingsta ir yra perkeliamas | DNR elektroforezés aparata, Sukutés
iStraukiamos. Elektroforezés aparate laikomas 1 x TBE buferinis tirpalas. DNR pavyzdziai
sumaiSomi su 6 X uzneSimo dazais iki 1 x koncentracijos, vorteksuojami ir nusukami, uznesami j
gelio Sulinélius. Elektroforezés salygos: 100-200 V, 0,5-6 val. Jei elektroforezé preparatyvi,
naudojamas portatyvinis 360 nm ultravioletinés Sviesos Saltinis, atitinkamos DNR juostelés kuo
greiCiau iSpjaunamos ir perkeliamos j 1,5 mL mégintuvélius, toliau gryninamos naudojant
atitinkamus rinkinius (skyrius). Jei elektroforezé analitiné, perkeliamas j transiliuminatoriy su 312

nm ultravioletinés Sviesos Saltiniu ir fotografuojamas.

2.3.7. Pradmeny ir Kkity nukleotidy dizaininimas, PGR ir klonavimas in silico, plazmidzZiy seky
talpinimas ir sekoskaitos rezultaty vizualizavimas

Programos Benchling (https://benchling.com) ir SnapGene viewer

(https://www.snapgene.com/snapgene-viewer).

2.3.8. Sekoskaita

Sekoskaita buvo atlikta Macrogen (https://dna.macrogen.com/) bei Azenta

(https://www.azenta.com/) jmonése.

2.3.9. Oligonukleotidy sintezé

Oligonukleotidy sintezé buvo atlikta jmonéje Metabion (https://www.metabion.com/).

2.3.10. Oligonukleotidy sulydymas

Oligonukleotidai buvo istirpinami NF H20 kambario temperattroje iki 100 uM
koncentracijos. Toliau atitinkami komplementartis oligonukleotidai buvo maiSomi ir pridedami j
sulydymo buferj (10 mM Tris, ] mM EDTA, 50 mM NaCl (pH 8.0)) iki 10 uM galutinés
koncentracijos (abiejy oligonukleotidy). Toliau oligonukleotidai buvo sulydomi naudojant
programa: inkubavimo laikas 95 °C temperatiiroje — 5 min, po to temperatiiros sumaz¢jimas per 1

°C/min iki 25 °C. Po programos pabaigos sulydyti oligonukleotidai buvo laikomi -20 °C saldiklyje.

2.3.11. DNR koncentracijos matavimas
DNR koncentracijos matavimai buvo atlikti naudojant Nanodrop (Thermofisher scientific)

prietaisa.


https://benchling.com/
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2.3.12. Kolonijy PGR
pJET1.2-p53 konstrukty kolonijy PGR buvo atliktas pagal CloneJET PCR Cloning Kit

rinkinio rekomendacijas, naudojant DreamTag DNA Polymerase (5 U/uL) rinkinj.

2.3.13. pCW57 (Puro) konstravimas

Siekiant stabiliy lgsteliy linijy iSvedimg supaprastinti, sumazinti kaing bei pagreitinti, buvo
pakeistas higromicino atsparumo genas j puromicino atsparumo geng pCW57 (Hygro) plazmidéje.
Buvo atlikta PGR, panaudojant hPGK_Fw_Bsp14071 ir PuroR_Rev_Bsp119l pradmenis ir pLIM1-
EGFP plazmide, panaudojant kaip matricg. PGR miS$inys buvo supilstytas pagal Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase rinkinio gamintojo rekomendacijas (2.3.13.1a lentelé.). Termociklerio
programa taip pat buvo parinkta pagal gamintojo rekomendacijas (2.3.13.1Db lentelé.).

2.3.13.1a lentelé. Pilstymo

instrukcijos
Tuaris
Reagentas (uL)
NF H20 12
5 x Phusion HF buffer 4
2 mM dNTPs 2
10 pM 1 pradmens 0,5
10 pM 2 pradmens 0,5
100 ng/pL pLIM1- 02
eGFP ’
DMSO 0,6
Phusion 0,2
2.3.13.1b lentelé. Termociklerio programa
Zingsnio Temperatiira || .5 | Kartojimai
pavadinimas (°C)
Pradiné denatiiracija 98 3 min 1
Denatiiracija 98 10s
Sulydymas 72 10s 35
Elongacija 72 15s
Galutiné elongacija 72 10 min 1
Laikymas 4 - 1

Atlikus PGR, buvo gautas hPGK promotoriaus ir puromicino atsparumo geno amplifikacijos
produktas su jvestais restrikcijos endonukleaziy atpazinimo motyvais: i§ 5 — Bsp14071, 1§ 3¢ —
Bsp119l. Be to, puromicino atsparumo geno STOP kodonas buvo panaikintas. Toliau jis buvo
klonuotas ] pPCW57 (Hygro) plazmidg, iSkirpus higromicino atsparumo geng naudojant tas pacias

restrikcijos endonukleazes. Keletas klony buvo nusiysti sekoskaitai (kaip papildomas sekoskaitos



pradmuo buvo panaudotas hPGK-F). Buvo gauti 6 teigiami klonai. Tolimesniems darbams

pasirinktas 5 klonas.

2.3.14. pEGFP-C2-PEST konstravimas

Buvo atliktas PGR su PEST_Xhol_Fw ir PEST_EcoRI_Rev pradmenimis, peliy kDNR
naudojant kaip matricg su Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/pL) rinkiniu. Pilstymo
instrukcijos bei termociklerio programa buvo parinktos pagal gamintojo rekomendacijas. Tokiu
budu buvo padaugintas peliy ODC1 geno regionas, atsakingas uz greitg baltymo degradacijg, bei i$
5¢ galo buvo jvesta Xhol restrikcijos endunukleazés atpazinimo seka, i$ 3° — ECORI restrikcijos
endonukleazés atpazinimo seka taip, kad jklonuotas fragmentas tgsty eGFP geno skaitymo rémelj
(regionas buvo jklonuotas j eGFP C-galg). Toliau §itas regionas buvo iklonuotas | pPEGFP-C2
plazmide per atitinkamus restrikcijos endonukleaziy atpazinimo motyvus. 2 klonai buvo nusiysti

sekoskaitai. Abu klonai buvo teigiami.

2.3. 15. pCWS57 (Puro)-eGFP bei pCW57 (Puro)-deGFP konstravimas

Tam, kad biity galima patikrinti, ar gautas deGFP (eGFP-PEST) konstruktas veikia, jis ir
eGFP buvo subklonuojami j indukuojamg vektoriy su puromicino atsparumo genu. Tuomet eGFP
bei deGFP sekos buvo iskirptos i$ atitinkamy vektoriy panaudojant Nhel, Xhol ir Nhel, Sall
restrikcijos endonukleaziy atpaZinimo motyvus ir jklonuotos j pCW57 (Puro) vektoriy per Nhel ir

Sall restrikcijos endonukleaziy atpazinimo motyvus (Sall ir Xhol turi atitinkamus lipnius galus).

2.3.16. pJET-P21p konstravimas

CDKNZ1A geno (koduoja P21 baltymg) promotoriaus regionas, turintis 2 P53 atpazinimo
elementus buvo padaugintas naudojant Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL) rinkinj.
Kaip pradmenys buvo panaudoti P21p_Ndel_Bsp1191_Fw2 ir P21p_Nhel_Rev2 oligonukleotidai,
kaip matrica — autoriaus burnos gleivinés lasteliy lizatas, gautas panaudojant Phire Tissue Direct
PCR Master Mix rinkinj. Pilstymo instrukcijos bei termociklerio programa buvo parinktos pagal
gamintojo rekomendacijas (2.3.16.1 lentelé.). Amplifikuojant P21 promotoriaus regiona, buvo jvesti
atitinkamy restrikcijos endonukleaziy atpazinimo motyvai: i§ 5° — Ndel bei Bsp1191, i$ 3 — Nhel.
Kadangi Phusion polimerazés amplifikavimo produktas turi bukus galus, buvo pritaikytas CloneJET
PCR Cloning Kit rinkinys. PGR produkto klonavimas j pJET1.2 vektoriy buvo atliktas pagal
gamintojo rekomendacijas. 2 klonai buvo nusiysti sekoskaitai. Kadangi klonuotas P21 promotoriaus
regionas yra pakankamai ilgas (2,4 kb), buvo panaudoti papildomi sekoskaitos pradmenys:
p21lprom_seql ir p21prom_seq2. 3 klonas buvo teigiamas (nors ir turéjo 2 pavieniy nukleotidy
pakeitimus).



2.3.16.1a lentelé. Pilstymo

instrukcijos
Taris

Reagentas (uL)
NF H20 31
5 x Phusion HF buffer 10
10 mM dNTPs 1
10 uM 1 pradmens 2,5
10 pM 2 pradmens 2,5
Lasteliy lizatas 2
Phusion 1
2.3.16.1b lentelé. Termociklerio programa

Zing_sr_lio Tempoeratﬁra Laikas | Kartojimai

pavadinimas (°C)

Pradiné denatiiracija 98 3 min 1
Denatiiracija 98 10s
Sulydymas 68,3 30s 35
Elongacija 72 755
Galutiné elongacija 72 10 min 1
Laikymas 4 - 1

2.3.17. pLIM1-deGFP (pLIJM1-eGFP-PEST) konstravimas
eGFP seka i§ pLIM1-eGFP plazmidés buvo pakeista j deGFP sekg i§ pEGFP-C2-PEST
vektoriaus panaudojus EcoRI bei Nhel restrikcijos endonukleazes.

2.3.18. pLIM1-P21p-eGFP ir pLIM1-P21p-deGFP konstravimas

P21 promotoriaus regionas buvo iskirptas i§ pJET-P21p plazmidés panaudojus Nhel bei Ndel
restrikcijos endonukleazes bei jklonuotas per ty paciy restrikcijos endonukleaziy atpazinimo
motyvus | pLIM1-eGFP bei pLIM1-deGFP vektorius, pakeitus CMV promotoriy.

2.3.19. pLIM1-eGFP-TagBFP bei pLIM1-deGFP-TagBFP konstravimas

Kadangi pLIM1-P21p-eGFP ir pLIM1-P21p-deGFP vektoriy traikumas buvo tame, jog
nebuvo galima jvertinti provirusy, patekusiy i lastele, skaiciaus, buvo nuspresta pridéti kita
fluorescencinio baltymo sekg (TagBFP) po puromicino atsparumo geno, kuris stovi po
konstitutyvaus hPGK promotoriaus kontrole. Tuomet buvo pasirinkta pKLV-U6gRNA(BbslI)-
PGKpuro2ABFP plazmidé, kuri turi puromicino atsparumo geno seka sulieta su TagBFP seka per
T2A peptida. Toliau puromicino atsparumo geno dalis buvo iskirpta i§ pLIM1-eGFP bei pLIM1-
deGFP plazmidZiy per Eco911 bei Kpnl restrikcijos endonukleaziy atpaZinimo motyvus, bei

pakeistas j atitinkamg sekg su TagBFP, iSkirptg per tuos pac¢ius motyvus i§ pKLV-U6gRNA(Bbsl)-



PGKpuro2 ABFP plazmidés (Eco911 atpazinimo motyvas yra puromicino atsparumo geno viduryje,

o Kpnl atpazinimo motyvas — i§ karto po STOP kodono).

2.3.20. pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA,
pLIM1-eGFP-TagBFP-minCMVmod,

bei plazmidzZiy deGFP versiju konstravimas

YB_TATA bei minCMVmod — minimalis (Serdiniai) promotoriai, kuriuos buvo nusprgsta
panaudoti su atitinkamais P53 atpaZinimo elementais. Sie promotoriai buvo uzsakyti
komplementariy oligonukleotidy pavidalu, kuriuos sulydzius gaunami DNR dupleksai, turintys i$§ 5°¢
galo BshTI restrikcijos endonukleazés lipny gala, o i§ 3° — Nhel restrikcijos endonukleazés. Tuomet
YB_TATA promotoriaus oligonukleotidai (YB_TATA-1 ir YB_TATA-2) buvo sulydyti kaip
aprasyta auksc¢iau ir jklonuoti per $iy restrikcijos endonukleaziy atpazinimo motyvus j pLIM1-
eGFP-TagBFP bei pLIM1-deGFP-TagBFP plazmides i§ eGFP/deGFP seky 5° galo ir CMV
promotoriaus sekos 3° galo. Taciau, klonuojant minCMVmod promotoriy buvo pasirinktas
sudétingesnis kelias: minCMVmod promotorius buvo padalintas j 2 dalis per vidurj tam, kad biity
galima netaikyti HPLC gryninimo sintetinant oligonukleotidus (iki 40 nt jo dar nereikia) (zymiai
Sumazina sintezés kaing). Tuomet sulydus minCMVmod-1a bei minCMVmod-1b oligonukleotidus
buvo gautas DNR dupleksas, kuris turi i§ 5° galo BshTI lipny gala, o i§ 3¢ — tiesiog 4 nukleotidy 5°¢
i8kisa. Atitinkamai sulidzius minCMVmod-2a bei minCMVmod-2b oligonukleotidus buvo gautas
dupleksas, kuris turi 1§ 5¢ galo atitinkamg 5° 4 nukleotidy 18kisa, o 1§ 3¢ — Nhel lipny galg. Tuomet
minCMVmod promotoriaus jvedimas buvo atliktas tokiu biidu: i§ pradziy j karpyty plazmidziy
ligavimo misinj buvo pridéti abu minCMVmod dupleksai moliniu santykiu 1:500
(plazmidé:dupleksas) ir buvo atlikta ligavimo reakcija. Po to ligavimo produktai buvo i§gryninti
auksciau aprasytu metodu, buvo fosforilinti su T4 PNK ir gauti produktai i$ naujo isgryninti bei
suliguoti. Toks konstravimo biidas buvo pritaikytas tam, kad iSvengti trumpy DNR dupleksy

polimery formavimosi.

2.3.21. Modifikuoto P53 reporterio versiju galutiniy konstrukty sukiirimas

I konstruktus, apraSytus ankstesniame skyrelyje buvo jvestos oligonukleotidy sekos, turin¢ios
1 arba 3 P53 atsako elementus 1§ 5 galo nuo minimaliy promotoriy seky, panaudojant Ndel bei
BshTI restrikcijos endonukleaziy atpazinimo motyvus (tuo tarpu iSkirpus CMV promotoriy per
juos). IXRE P53 jvedimas (P21_RE-1 ir P21_RE-2 oligonukleotidai) buvo analogiskas YB_TATA
minimalaus promotoriaus jvedimui. 3xRE P53 (TRIPLE_RE-1a, TRIPLE_RE-1b, TRIPLE_RE-
2a, TRIPLE_RE-2b oligonukleotidai) jvedimas buvo analogiskas minCMVmod minimalaus

promotoriaus jvedimui. Taciau, reikéty paminéti buida, kaip buvo gauti kontroliniai konstruktai,



neturintys P53 atsako elementy: pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA-ACMYV, pLIM1-eGFP-
TagBFP-minCMVmod-ACMV, pLIM1-deGFP-TagBFP-YB_TATA-ACMYV, pLIM1-deGFP-
TagBFP-minCMVmod-ACMV. Buvo pritaikyta tokia strategija: po CMV promotoriaus iskirpimo
per Ndel ir BshTI restrikcijos endonukleaziy atpazinimo motyvus, lipnis galai buvo uzbukinti,
panaudojant bukinimo fermentg (DNA Blunting Enzyme) i$ CloneJET PCR Cloning Kit. Toliau
linijiniai reakcijos produktai buvo autoliguoti ir transformuoti. Sekoskaitai buvo nusiysta po 1 klong
kiekvieno konstrukto. Kaip sekoskaitos pradmuo buvo panaudotas hU6_FW. Visi klonai buvo

teigiami.

2.3.22. pJET-P53 konstravimas P53 sekoskaitai

Kadangi buvo nuspresta atlikti PC1 ir PC2 lIgsteliy linijy P53 geno koduojancios srities
sekoskaitg, buvo pasirinkta tokia strategija: i§ pradziy P53 genas buvo padaugintas, panaudojant
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase rinkinj. Kaip matrica buvo panaudota nurodyty linijy
KDNR, kaip pradmenys — P53 _a_Fw_II ir P53 a_Rv oligonukleotidai. PGR pilstymo instrukcijos
bei termociklerio programa buvo parinktos pagal gamintojo rekomendacijas. Tuomet P53 PGR
produktai buvo klonuoti j pJET1.2 plazmide pagal rinkinio CloneJET PCR Cloning Kit gamintojo
rekomendacijas. Teigiamos kolonijos buvo nustatytos panaudojant kolonijy PGR kaip aprasyta

auksciau. Sekoskaitai buvo nusiysti kiekvienos PC linijos — 3 klonai.

2.3.23. Zmogaus lasteliy kultivavimo salygos ir perséjimas
Kultivavimo salygos

37°C, 95 % CO2, 5 % Ox. Lastelés perséjamos, kai pasiekia 70-100 % konfluencijos.

Perséjimas

Pries perséjant lasteles patikrinama, kaip auga lastelés: ar neuzsikréte, ar biitina perséti, ar
pakanka, norint séti eksperimentui. [sitikinus, kad Iasteles galima perséti, pasildomos terpés ir
tripsinas bent 15 minuciy 37 °C vandens voneléje. I$sterilinamas laminaras 5 minutes su UV. Stalo
pavir§ius nuvalomas su 70 % etanoliu. Nuo Igsteliy nusiurbiama terpé ir lgstelés du kartus
praplaunamos su PBS (d6 cm lékstelei naudojama 2-3 mL PBS). PBS nusiurbiamas, ant 1asteliy
uzpilamas tripsinas (apie 1 mL d6 cm I¢kStelei) ir nusiurbiamas. Palaukiama kol Igstelés atkibs nuo
pavir$iaus (0,5-10 min priklausomai nuo konfluencijos ir nuo Igsteliy linijos). Atlipusios lastelés
suspenduojamos 5 mL kultivavimo terpéje. Po resuspendavimo 0,5 mL suspensijos perpilama |

nauja lekstele ir uzpilama 4,5 mL naujos terpés.



2.3.24. Zmogaus HEK293T lasteliy linijos transfekcija lentivirusiniy vektoriy gamybai
Buvo panaudotos transferinés plazmidés su atitinkamais konstruktais, pPCMV-dR8.91 ir pPCMV-
VSV-G plazmidés santykiu 2 : 1,2 : 0,8 (ng). Transfekcija atlikta pagal Lipofectamine 3000

gamintojo rekomendacijas.

2.3.25. Lasteliy linijuy lentivirusiné transdukcija

Po 16-18 val. nuo HEK293T lasteliy transfekcijos pradzios, terpé su lipofektaminu buvo
pakeista i DMEM su 20 % FBS. Po 24 val. nuo terpés keitimo, nauja terpé buvo surinkta i stiklinj
mégintuvelj, sumaiSyta su polibrenu iki 8 pg/mL galutinés koncentracijos, filtruota per 0,45 pm
filtrg ir uznesta j atitinkamus Sulinélius su atitinkamy linijy lastelémis (24 Sulinéliy plokstelé,
konfluencijos laipsnis — 30-40 %). Tuomet taikininéms lgsteléms buvo leista atsigauti 24 val.
standartinéje terpéje (DMEM su 10 % FBS arba IMDM su 10 % FBS) be lentivirusiniy vektoriy ir

pradéta atranka su puromicinu.

2.3.26. Transdukuoty lasteliy atranka su puromicinu

I terpe buvo pridéta puromicino iki tam tikros galutinés koncentracijos (2.3.26.1a lentelé.).
Palaukus 48 val. visos neatsparios lastelés zuvo. Lasteliy linijos nebuvo subklonuotos ir pavadintos
atitinkamai (2.3.26.1b lentelé.).

2.3.26.1a lentelé. Taikytos
puromicino

koncentracijos priklausomai
nuo lasteliu liniju

Puromicino
Lasteliy linija | koncentracija
(Hg/mL)

HCT-P 2
HCT-P-p53™ 2
HepG2 1
PC1 5
PC2 3




2.3.26.1b lentelé. ISvesty Iasteliy linijy pavadinimai priklausomai nuo transdukuoty

konstrukty
Téviné linija Transdukuotas konstruktas I$vestos linijos pavadinimas

pCW57 (Puro) HCT-P-pCW57
pCWS57 (Puro)-eGFP HCT-P-ieGFP
pCW57 (Puro)-deGFP HCT-P-ideGFP
pLIM1-empty HCT-P-pLIM1/CMV
pLIM1-P21p-eGFP HCT-P-P21p-eGFP

HCT-P pLIM1-P21p-deGFP HCT-P-P21p-deGFP

pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA-ACMV

HCT-P-YB_TATA

pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA-ACMV-1xRE_P53

HCT-P-1xRE_P53-YB_TATA

pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA-ACMV-3xRE_P53

HCT-P-3xRE_P53-YB_TATA

pLIM1-eGFP-TagBFP-minCMVmod-ACMV

HCT-P-minCMVmod

pLIM1-eGFP-TagBFP-minCMVmod-ACMV-1xRE P53

HCT-P-1xRE_P53-minCMVmod

pLIM1-eGFP-TagBFP-minCMVmod-ACMV-3xRE_ P53

HCT-P-3xRE_P53-minCMVmod

pLIM1-empty

HCT-P-p53”-pLIM1/CMV

pLIM1-P21p-eGFP

HCT-P-p53-P21p-eGFP

pLIM1-P21p-deGFP

HCT-P-p53-P21p-deGFP

pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA-ACMV

HCT-P-p53"-YB_TATA

HCT-P-p53"  pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA-ACMV-1xRE_P53

HCT-P-p53"-1xRE_P53-YB_TATA

pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA-ACMV-3xRE_P53

HCT-P-p53"-3xRE_P53-YB_TATA

pLIM1-eGFP-TagBFP-minCMVmod-ACMV

HCT-P-p53-minCMVmod

pLIM1-eGFP-TagBFP-minCMVmod-ACMV-1xRE P53

HCT-P-p53”-1xRE_P53-minCMVmod

pLIM1-eGFP-TagBFP-minCMVmod-ACMV-3xRE_ P53

HCT-P-p53”-3xRE_P53-minCMVmod

| ‘ pLIM1-empty

HepG2-pLIM1/CMV

HepG2 pLIM1-P21p-eGFP

HepG2-P21p-eGFP

pLIM1-P21p-deGFP

HepG2-P21p-deGFP

| | pLIM1-empty

PC1-pLIM1/CMV

PC1 pLIM1-P21p-eGFP

PC1-P21p-eGFP

pLIM1-P21p-deGFP

PC1-P21p-deGFP

| | pLIM1-empty

PC2-pLIM1/CMV

PC2 pLIM1-P21p-eGFP

PC2-P21p-eGFP

pLIM1-P21p-deGFP

PC2-P21p-deGFP

2.3.27. Zmogaus lasteliy eGFP signalo vertinimas naudojant tékmés citometrija

Lastelés uzs¢jamos j 24 Sulinéliy ploksteles (50000 lasteliy i vieng Sulinélj). Po 24 valandy

daromi poveikiai vaistais. Prie§ darant poveikius lgsteliy buklé jvertinama morfologiskai: ar lgstelés

neuzsikrété, ar konfluencija vienoda. Toliau Igstelés kultivuojamos numatytg laikg. Pasibaigus

poveikiy laikui, Igstelés iSimamos i§ inkubatoriaus ir visos kitos operacijos atliekamos kambario

temperatiiroje nesteriliomis saglygomis. Terpés i§ Sulinéliy perpilamos j atitinkamai suzymeétus

meégintuvelius. Tuomet lgstelés kiekviename Sulinélyje praplaunamos su 200 uLL PBS. PBS po

plovimy irgi supilamas j atitinkamus mégintuvélius. Tada lgstelés paveikiamos tripsinu ir

resuspenduojamos su terpés ir PBS miSiniais i$ atitinkamy mégintuvéliy bei lasteliy suspensijos

supilamos j tuos pacius mégintuvélius. Atlieckamas centrifugavimas 3 min, 1000 x g. Tada




supernatantas atsargiai dekantuojamas ir lgstelés Svelniai resuspenduojamos 0,2-1 mL PBSo.
Resuspendavus, j kiekvieng mégintuvélj pridedama 2-10 pL 50 pg/mL propidzio jodido tirpalo
PBSe ir Igsteliy suspensija Svelniai pipetuojama. Tuomet lasteliy suspensijos pilamos j 96 Sulinéliy
Sulinéliy plokstele. Nedelsiant matuojama tékmés citometru, kol 1gstelés nespéjo nusésti. Matavimai
atlickami pagal gamintojo rekomendacijas bei 1§ anksto atrinktas sglygas. Rezultatai analizuojami

Flowing Software programa.

2.3.28. Tékmés citometrijos duomeny statistiné analizé

Tékmés citometrijos duomeny statistiné analizé buvo atlikta programoje Excel (Microsoft).



2. REZULTATAI

3.1. pCW57 (Puro)-eGFP bei pCW57 (Puro)-deGFP konstravimas ir PEST sekos veiklumo

jvertinimas

3.1.1. pCW57 (Puro) konstravimas

Siekiant stabiliy linijy iSvedimag supaprastinti, sumazinti i§laidas ir pagreitininti, higromicino
atsparumo genas pCW57 (Hygro) plazmidéje (reprezentuoja ,,TET ON* pilnavertiskg sistemg) buvo
pakeistas | puromicino atsparumo geng. 6 klonai buvo patikrinti, naudojant restrikcing analiz¢ su

Hindlll (3.1.1.1c pav.) ir sulyginti su virtualios restrikcinés analizés rezultatais (3.1.1.1b pav.).
A

(7503) HindIII Nhel (537)

Sall (549)

Bspl14071 (639)
tight TREDrO A5

”Illll ’7701‘er~

(6919) HindIII

(6363) HindIII

(6051) HindIIT —_

— Bsp119I (1810)

6000/

pCW57 (Puro)
7765 bp

10002

rtTA-Advanced
rtTA-Advanced
rtTA-Advanced
~(rtTA-Advanced)]

rtTA-Advanced

rtTA-Advanced
rtTA-Advanced

AmpRr promoter
g )
»
e
AmpR  sv40 o

)

14000

\ HindIII (3428)
SV40 poly(A) signal



Ladder sm0333
1 pCW57(Puro) - Hindlll

Ladder 1

10.0 kb
8.0 kb

6.0 kb
5.0 kb
4.0 kb

35kb
3.0kb

2.5 kb
2.0 kb

1.5kb

1.2 kb

1.0 kb
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp

500 bp
400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

3.1.1.1 pav. A — pCW57 (Puro) plazmidés restrikcinis Zemélapis. TET ON sistema, pavaizduota
paveiksle, veikia tokiu biidu: konstitutyvus hPGK promototorius privercia ekspresuotis rtTA-
Advanced gena, kurio produktas sgveikaujant su doksiciklinu jungiasi prie TRE promotoriaus ir
pradeda geny ekspresija, kurie randasi po to promotoriaus ($iuo atveju, ju néra).
B — pCW57 (Puro) restrikciné analizé su HindIII in silico,
C — Gauty klony restrikcinés analizés su HindIII rezultaty vizualizavimas naudojant DNR
elektroforeze 1% agaroziniame gelyje. M — DNR markeris sm0333. 1, 2, 3,4, 5,6 —
pCWS57(Puro) plazmidés klony numeriai.

Rezultatai parod¢, jog visi klonai teigiami. 5 klonas buvo nusiystas sekoskaitai. Jis ir buvo
naudojamas tolimesniuose darbuose. Gauta plazmidé buvo pavadinta pCW57 (Puro) (13.1.1.1a

pav.).

3.1.2 pEGFP-C2-PEST konstravimas

eGFP turi labai ilgg puséjimo laikg zinduoliy lastelése (Li et al, 1998; Corish & Tyler-Smith,
1999). Todél siekiant, kad buty padidintas reporterio jautrumas P53 kiekio pokyc¢iams, buvo
nuspresta reporteryje naudoti deGFP. Taigi, visy pirma, PEST seka buvo klonuojama is peliy
ODC1 geno ir jvedama j pEGFP-C2 vektoriaus eGFP skaitymo rémelio pabaigg. Konstruktas buvo
pavadintas pEGFP-C2-PEST (3.1.2.1a pav.).



pEGFP-C2-PEST
4869 bp

f[ Xhol (1347)

coRL (1497}
Sall (1507)
Bsp1201 (1521)

Sl
,\\‘19 orj
=

Ladder sm0333
1 pEGFP-C2-PEST - Bspl201 Nhe

Ladder 1 M 456 7 89 101112 13 M

[
un
=
=3

100 bp

3.1.2.1 pav. A — pEGFP-C2-PEST plazmidés
restrikcinis Zemélapis;

B — pEGFP-C2-PEST plazmidés restrikciné analizé su
Bsp120l ir Nhel in silico;

C — Gauty klony restrikcinés analizés su Bsp120I ir
Nhel rezultaty vizualizavimas naudojant DNR
elektroforeze 1% agaroziniame gelyje. M — atitinka
takelius su DNR markeriu SM0333. 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13 — pEGFP-C2-PEST plazmidés atitinkami klonai.



13 klony buvo patikrinti restrikcine analize naudojant Nhel bei Bsp1201 (3.1.2.1b pav.) ir
sulyginti su virtualios restrikcijos rezultatais (3.1.2.1c pav.). 11 ir 12 klonai buvo teigiami ir nusiysti

sekoskaitai. Sekoskaita patvirtino, kad abu klonai yra teigiami.

3.1.3. pPCW57 (Puro)-eGFP bei pCW57 (Puro)-deGFP konstravimas

Siekiant patikrinti PEST sekos veikluma, reikia subklonuoti eGFP bei deGFP sekas j
transfering lentivirusing plazmide su ,,TET ON* sistema, jvesti gautus konstruktus § HCT-P lasteles,
indukuoti eGFP bei deGFP raiskas ir sulyginti eGFP bei deGFP fluorescencijos intensyvumus
lastelése.

Taigi, eGFP bei deGFP sekos buvo iskirptos i$ atitinkamai pEGFP-C2 ir pEGFP-C2-PEST
vektoriy, bei jvestos | pCW57 (Puro) vektoriy. Po restrikcijos su Ncol paaiskéjo, jog pCW57

(Puro)-eGFP plazmidés buvo gautas 1 teigiamas klonas, o pCW57 (Puro)-deGFP —5 (3.1.3.1 pav.).
A B

NheL (537) NheI (537)
Neal (557) | Mcol (557)
I

pCW57 (Puro)-eGFP
8509 bp

pCW57 (Puro)-deGFP
8669 bp

"
f_"ﬂmoter
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rtTA-Advanced

- (fTA-Advanced!

. riTA-Advanced

/ / | (rtTA-Advanced

AmpR { y rtTA-Advanced

o TA-Advanced|
st g
G

rtTA-Advanced
TA-Advanced]
ATA-Advanced

AmpR!

! Mol (3763}
(4549) Neol

(4709) Neal Neol ¢3923)



Ladder sm0333
1 pCWS57(Puro)-2GFP - Ncol
2 pCW57(Puro)-deGFP - Ncol
Ladder 1 2

10.0 kb
8.0 kb

6.0 kb
5.0 kb
4.0 kb
3.5kb
3.0 kb

2.5 kb
2.0 kb

1.5 kb
1.2 kb
1.0 kb
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp

400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

3.1.3.1 pav. A - pCWS57 (Puro)-eGFP restrikcinis Zemélapis;

B — pCW57 (Puro)-deGFP restrikcinis Zemélapis;

C — pCW57 (Puro)-eGFP bei pCW57 (Puro)-deGFP restrikciné analizé su Ncol in silico;

D — pCW57 (Puro)-eGFP bei pCW57 (Puro)-deGFP plazmidZziy klony restrikcinés analizés
rezultaty vizualizavimas naudojant elektroforeze 1% agaroziniame gelyje

M — atitinka takelius su markeriu sm0333; 1 takelis atitinka pCW57 (Puro)-eGFP vieno klono
restrikcinés analizés rezultatus; 2-6 takeliai atitinka pCW57 (Puro)-deGFP klony restrikcinés
analizés rezultatus.

Lentivirusinei transdukcijai buvo panaudoti pCW57 (Puro)-eGFP 1 klonas ir pCW57 (Puro)-
deGFP 2 klonas.



3.1.4. Indukuoty eGFP ir deGFP fluorescencijos intensyvumuy palyginimai

Tam, kad biity uztikrinta, jog ODC1 geno fragmentas destabilizuoja eGFP, buvo atliktas
atitinkamy linijy i§vedimas (HCT-P-pCW57, HCT-P-ideGFP, HCT-P-ieGFP) ir indukcija su
doksiciklinu (3.1.4.1 pav.).
A

HCT-P-pCW57 +
1 pg/mL Dox

HCT-P-ideGFP +
1 pg/mL Dox

HCT-P-ieGFP +
1 pg/mL Dox

Santykinis Igsteliy skai¢ius

10t 10? 10° 10*
eGFP fluorescencijos intensyvumas (A.U.)

Fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo
eGFP destabilizacijos

1500

1400

100 1263,26
1200

1100

1000

900

800

700

600

500

300

500 146,15

100 2,09

Fluorescencijos intensyvumas (A.U.)

HCT-P-pCW57 HCT-P-ideGFP HCT-P-ieGFP
HCT-P lIgsteliy linijos
3.1.4.1 pav. eGFP ir deGFP signaly intensyvumy palyginimas tarp skirtingy linijuy po 48 val.
ekspresijos indukcijos su 1 pg/mL doksiciklino:
A - tékmés citometrijos duomeny reprezentatyvi histograma;
B — grafikas su 3 techniniy pakartojimy vidurkiu ir standartinémis paklaidomis
Kaip matoma i§ 3.1.4.1 pav., HCT-P-ideGFP lagsteliy linijos eGFP signalo intensyvumas

dramatiskai maZesnis negu HCT-P-ieGFP linijos, bet pakankamai skiriasi nuo linijos su tus¢iu



vektoriumi HCT-P-pCW57. Nors galutinei iSvadai truksta trijy biologiniy pakartojimy, panasu, jog
pridétas ODC1 geno fragmentas su didele tikimybe pagreitina eGFP degradavima.

3.2. pLIM1-P21p-eGFP bei pLIM1-P21p-deGFP reporteriy konstravimas ir validavimas
3.2.1. pJET-P21p konstravimas

pLIM1-P21p-eGFP bei pLIM1-P21p-deGFP — esminiai konstruktai, kurie leidzia tiesiogiai
stebéti P53 transkripcinj aktyvuma, matuojant eGFP signala.

Visy pirma, P21p su dviem P53 atsako elementais buvo s¢kmingai padaugintas PGR budu. (5
pav.). Taciau, kadangi P21p seka — pakankamai ilga (2,4 kb), buvo nuspresta klonuoti ja j pJET
plazmide ir nusiysti keletg klony sekoskaitai. Konstruktas buvo pavadintas pJET-P21p (5 pav.).

Nhel (376)

\ AéﬂPR Promote-
prnP

pJET-P21p
5362 bp

(2755) Ndel Bspl1191 (2749)



800 bp
700 bp
600 bp

500 bp
400 bp

300 bp

Ladder sm0333
1 pJET-P21p - Bspl19l Nhel
Ladder 1
10.0 kb —
8.0 kb ——
6.0 kb —
5.0 kb —
4.0 kb ——
3.5kb ——
3.0 kb
2.5 kb —
2.0 kb —
1.5 kb —
1.2 kb ——
1.0 kb —
00 bp  e—
—
—
—
—
—

200 bp

100 bp

3.2.1.1 pav. A — pJET-P21p konstrukto restrikcinis Zemélapis;

B — pJET-P21p konstrukto restrikcija su Nhel ir Bsp1191 endonukleazémis

in silico;

C — pJET-P21p konstrukto klony restrikcinés analizés rezultaty vizualizavimas
panaudojant DNR elektroforeze 1% agaroziniame gelyje

M — atitinka takelj su DNR markeriu SM0333; 1 — atitinka takelj su P21p PGR
produktu; 2 — 10 atitinka takelius su pJET-P21 konstrukto skirtingais klonais (1-9).

Kaip matoma i§ 3.2.1.1 pav., 1, 3,4, 5, 7, 9 klonai i§ 9 yra teigiami. 3 ir 4 buvo nusiysti
sekoskaitai ir 3 turéjo maziausiai pavieniy nukleotidy polimorfizmy (2) (jie neturi jokios jtakos P21

promotoriaus veiklumui). Jis ir buvo panaudotas tolimesniam konstravimui.



3.2.2. pLIM1-deGFP konstravimas
Tam, kad biity sukonstruota pLIM1-P21p-deGFP plazmidé i§ pradziy deGFP seka
subklonuota i§ pEGFP-C2-PEST vektoriaus j pLIM1-eGFP plazmidg, iSkirpus paprasta eGFP.
Gautas konstruktas buvo pavadintas pLIM1-deGFP (3.2.2.1a pav.).
A

(0) Ndel Nhel (357)
‘ _BShTI (366)
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Ladder sm0333
1 pLUMI-EGFP - Hindlll
2 pUMI-dEGFP - HindIll

Ladder 1 2 M 1 2 3 4 5 6

10.0 kb
8.0 kb

6.0 kb
5.0 kb
4.0 kb
35kb
3.0kb

2.5 kb
2.0 kb

1.5 kb
1.2kb
1.0 kb
300 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp

400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

3.2.2.1 pav. A — pLIM1-deGFP restrikcinis Zemélapis;

B — pLIM1-eGFP bei pLIM1-deGFP kostrukty restrikciné analizé su HindIII in silico;
C — pLIM1-eGFP bei pLIM1-deGFP plazmidziy klonu restrikcinés analizés rezultaty
vizualizavimas naudojant elektroforeze 1% agaroziniame gelyje

M — atitinka takelj su DNR markeriu sm0333; 1 takelis atitinka pLIM1-¢GFP plazmidés
restrikcinés analizés rezultatus; 2-6 takeliai atitinka pLIM1-deGFP klony (1-5) restrikcinés
analizés rezultatus.



Kaip matoma i§ 3.2.2.1 pav., 1, 2, 3, 5 klonai pLIM1-deGFP konstrukto yra teigiami. 1 buvo

panaudotas tolimesniems konstravimams.

3.2.3. pLIM1-P21p-eGFP bei pLIM1-P21p-deGFP konstravimas

pLIM1-P21p-eGFP ir pLIM1-P21p-deGFP — svarbiausi ir galutiniai konstruktai, kuriuos
ivedus | lasteles biity galima realiu laiku stebéti P53 transkripcijos aktyvuma.

Tam, kad atlikti paskutinj konstravimo zingsnj reikéjo subklonuoti P21 promotoriy i$ pJET-
P21p konstrukto j pLIM1-eGFP bei pLIM1-deGFP plazmides. Gauti klonai buvo patikrinti
naudojant restrikcing analize (3.2.3.1d pav.).
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Ladder sm0333

1 pLIM1-P21p-EGFP - BshTI EcoRI Ndel
2 pLIM1-P21p-dEGFP - BshTIl EcoRl Ndel

Ladder 1 2
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8.0 kb
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3.5 kb
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3.2.3.1 pav. A — pLIM1-P21p-eGFP restrikcinis Zemélapis;

B — pLIM1-P21p-deGFP restrikcinis Zemélapis;

C — pLIM1-P21p-eGFP bei pLIM1-P21p-deGFP restrikciné analizé

su BshTI, EcoRlI, Ndel in silico;

D — pLIM1-P21p-eGFP bei pLIM1-P21p-deGFP plazmidZiy klony restrikcinés analizés
rezultaty vizualizavimas naudojant elektroforeze 1% agaroziniame gelyje

M — atitinka takelj su markeriu sm0333; 1, 2 takeliai atitinka pLJM1-P21p-eGFP dviejy klony
restrikcinés analizés rezultatus; 2-8 takeliai atitinka pLIM1-P21p-deGFP klony restrikcinés analizés
rezultatus.



Kaip matoma i§ 3.2.3.1d pav., buvo gauti 2 teigiami klonai pLIM1-P21p-eGFP konstrukto bei
6 teigiami klonai pLIM1-P21p-deGFP konstrukto. Lentivirusinei transdukcijai buvo panaudoti
pLIM1-P21p-eGFP 1 klonas ir pLIM1-P21p-deGFP 6 klonas.

3.2.4. P21p-eGFP bei P21p-deGFP P53 reporteriy validavimas

Galiausiai pLIM1-P21p-eGFP bei pLIM1-P21p-deGFP konstruktai buvo gauti. Sekantis
zingsnis buvo lgsteliy transdukcija ir konstrukty validavimas.

Validavimui pasirinkta HCT116 lasteliy linija, kuri turi pakankamai auksta natyvy P53
baltymo kiekj. Apie tg faktag minima literatiiroje ir liudija eksperimentai, atlikti Proteomikos centro
laboratorijoje (Kaeser et al., 2004). Sekanti priezastis, kodél buvo pasirinktos $itos lgstelés, tai yra
ju P53 genotipas: kaip parodé sekoskaita, atlikta Proteomikos centro laboratorijoje ir literattira, P53
kodavimo sritis neturi jokiy mutacijy (Abu El Maaty et al., 2017). Trec€ia pasirinkimo prieZastis
buvo ta, jog Sity Igsteliy P53 ,,downstream® néra ypatingai sugadinta. Proteomikos Centro tyrimai
parodé, jog P53 kiekis lastelése didéja po poveikiy prieSvéziniais preparatais ir tuo metu
aktyvuojama jo taikininiy geny transkripcija, ypatingai CDKN1A (koduoja P21 baltyma) (Lees et
al., 2020). Taip pat, Proteomikos centre, naudojant CRISPR/Cas9 technologija, buvo isvesta
HCT116 lasteliy linijos atmaina, kurioje TP53 genas ir visos jo produkuojamos izoformos yra
iSveiklintos.

Taigi, buvo atlikta pLIM1-P21p-eGFP bei pLIM-P21p-deGFP konstrukty lentivirirusiné
transdukcija ne tik j HCT-P lasteles, bet ir j HCT-P-p537. HCT-P-P21p-eGFP, HCT-P-P21p-
deGFP bei HCT-P-p537-P21p-eGFP, HCT-P-p537-P21p-deGFP lasteliy linijy Zalios
fluorescencijos intensyvumy palyginimas galéty duoti atsakyma  klausima, ar gauti reporteriai yra
veikliis, nes P53*/* Igstelése visada ekspresuojamas nedidelis transkriptiskai aktyvaus P53 kiekis.
Taciau, buvo nuspresta atlikti poveikj preparatais, kurie pasak literatiiros ir eksperimenty, atlikty
Proteomikos centro laboratorijoje, zymiai padidina P53 kiekj (Lees et al., 2020). Tai oksaliplatina,
prieSvézinis vaistas, naudojamas kolorektalinés karcinomos gydymui ir nutlin3a (nutlinas),
specifinis MDM2 inhibitorius. Kadangi P53 kiekis lasteléje yra reguliuojamas jo degradacijos
greicio biidu, o degradacijai reikia, kad P53 ir MDM2 sgveikauty, nutlinas labai greitai ir efektyviai
padidina P53 kiekj lastelése (Shen et al., 2008). Kita vertus, oksaliplatina pazeidzia DNR ir
aktyvuoja P53 per atitinkamas kinazes (Pires et al., 2010).

Galy gale, buvo pasirinktos fiksuotos oksaliplatinos ir nutlino koncentracijos poveikiams

(3.2.4.1 pav.). Be to, atlikti dozés-eGFP signalo stiprumo titravimai (3.2.4.2 pav.).
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3.2.4.1 pav. Zalios fluorescencijos signalo intensyvumas priklausomai nuo lasteliy linijy ir
nutlino bei oksaliplatinos 24 val. poveikiy:

A, B, C, D, E, G, H - reprezentatyvios tekmés citometrijos duomeny histogramos:

A — Kontroliné linija — HCT-P-pLJM1, taikininé — HCT-P-P21p-eGFP,

poveikis — 20 uM nutlino;

B — Kontroliné linija — HCT-P-pLJMI, taikininé — HCT-P-P21p-deGFP,

poveikis — 20 uM nutlino;



C — Kontrolin¢ linija — HCT-P-p537-pLIMI, taikininé¢ — HCT-P-p537-P21p-eGFP,
poveikis - 20 uM nutlino;

D — Kontrolin¢ linija — HCT-P-p537-pLIMI, taikininé¢ — HCT-P-p537-P21p-deGFP,
poveikis — 20 uM nutlino;

E — Kontroliné linija — HCT-P-pLIM1, taikininé — HCT-P-P21p-eGFP, poveikis — 50 uM
oksaliplatinos;

F — Kontrolin¢ linija — HCT-P-pLJM], taikininé — HCT-P-P21p-deGFP, poveikis — 50 uM
oksaliplatinos;

G — Kontroliné linija — HCT-P-p537-pLIM1, taikinin¢ — HCT-P-p53”-P21p-eGFP,
poveikis — 50 uM oksaliplatinos;

H — Kontrolin¢ linija — HCT-P-p537-pLIMI, taikininé¢ — HCT-P-p537-P21p-deGFP,
poveikis — 50 uM oksaliplatinos;

| — eGFP signalo intensyvumy bendras grafikas iS 4 biologiniy pakartojimy;

Iverciai atitinka auksc¢iausiy histogramy tasky vidurkius.

J — santykiniy eGFP signalo intensyvumuy bendras grafikas iS 4 biologiniy pakartojimy
Siuo atveju reik§més po poveikiy buvo padalintos i3 reik§miy be poveikiy.

Kaip matoma i§ 3.2.4.1 pav., P53 statusas dramatiskai veikia j eGFP bei deGFP reporteriy
signaly intensyvumus, nepriklausomai nuo poveikiy. Taip pat, poveikiai su nutlinu ir oksaliplatina
dramatiskai padidina eGFP signalo intesyvuma P53*"* Igstelése, P53 Iastelése signalas beveik
nesikeicia. Taciau, nutlinas sukelia zalio signalo intensyvumo Zymiai didesnj pokytj, negu
oksaliplatina. Galima pastebéti, jog deGFP signalo intensyvumas nepriklausomai nuo poveikiy ir
P53 statuso yra maZzesnis negu eGFP. Lyginant eGFP bei deGFP signaly intensyvumus P53**
lasteliy linijose, santykinai signalas padid¢ja daugiau eGFP lasteliy linijoje. Galima pastebéti, jog
dalis lasteliy neatsako j P53 stimuliacija, o po poveikiy jy dalis maz¢ja, bet nedingsta.

Sekantis Zingsnis buvo nustatyti ar yra priklausomybeé tarp didé¢janciy P53 induktoriy
koncentracijy ir Zalios fluorescencijos signalo intensyvumo. Norint pasiekti Sitg tiksla, HCT-P-
P21p-eGFP bei HCT-P-P21p-deGFP lgsteliy linijos buvo veikiamos skirtingomis P53 induktoriy

koncentracijomis (3.2.4.2 pav.).
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3.2.4.2 pav. eGFP ir deGFP signaly intensyvumy priklausomybé nuo P53 induktoriy

koncentracijos:

A — eGFP ir deGFP signaly priklausomybé nuo nutlino koncentracijos;

B — eGFP ir deGFP signaly priklausomybé nuo oksaliplatinos koncentracijos;

C — eGFP signalo priklausomybés nuo nutlino koncentracijos regresinés analizés rodikliai;

D — deGFP signalo priklausomybés nuo nutlino koncentracijos regresinés analizés rodikliai.
Kaip galima pastebéti i$ 3.2.4.2 pav., nutlino atveju eGFP ir deGFP signalai didéja nuo 1 uM

iki 5 UM koncentracijos. Po 5 UM koncentracijos pasiekiamas plato. Oksaliplatinos atveju,

akivaizdu, jog buvo parinktos netinkamos koncentracijos titravimui ir po 10 uM eGFP bei deGFP

intensyvumai mazgja. Sulyginus eGFP ir deGFP priklausomybiy nuo nutlino koncentracijos

regresings analizés rodiklius, galima teigti, jog eGFP priklausomybé nuo nutlino koncentracijos yra

stipresné.

3.3 Fluorescencinio P53 reporterio pritaikymas
3.3.1. HepG2 Iasteliy linijos P53 transkripcinio aktyvumo nustatymas

HepG2 linijos P53 statusas Proteomikos centre iki $iol néra tiksliai zinomas. Visi bandymai
aptikti P53 naudojant imunoblotg buvo nes¢kmingi (buvo naudojami skirtingi tiek antriniai, tiek
pirminiai antik@inai). Ta¢iau, i$ literatiiros zinoma, jog Sitos linijos P53 statusas yra teigiamas. Maza
to, Sita linija neturi TP53 geno mutacijy. Taciau, P53 ekspresija dazniausiai apraSoma kaip vidutinio
lygio (Lee & Park, 2015). Tuomet, buvo nusprgsta patikrinti $itos linijos P53 transkripcinj
aktyvumg panaudojus P21p-eGFP P53 reporter;.

Taigi, pLIM1-empty bei pLIM1-P21p-eGFP plazmidés buvo sékmingai transdukuotos j
HepG2 lasteles. IS pradZiy buvo nuspresta patikrinti eGFP signalo intensyvuma veikiant
fiksuotomis nutlino ir oksaliplatinos koncentracijomis (3.3.1.1 pav.)

A B

Green Fluorescence {GRM-HLag) Green Fluorescence (GRM-HLog)

HepG2-PLIM1 HepG2-pLIM1 HepG2-P21p-eGFP HepG2-P21p-eGFP
+ +

poveikis poveikis
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3.3.1.1 pav. eGFP signalo intensyvumas priklausomai nuo lasteliy linijy ir nutlino bei
oksaliplatinos 24 val. poveikiu:

A, B — reprezentatyvios tékmés citometrijos duomeny histogramos:

A — Poveikis — 20 uM nutlino;

B — Poveikis — 10 uM oksaliplatinos;

C — eGFP signalo intensyvumuy bendras grafikas i$ 3 biologiniy pakartojimy;

Iverciai atitinka aukSciausiy histogramy tasky vidurkius.

D — santykiniy eGFP signalo intensyvumu bendras grafikas i§ 3 biologiniy pakartojimy
Siuo atveju reik§més po poveikiy buvo padalintos i§ reik§miy be poveikiuy.

Kaip matoma i§ 3.3.1.1 pav., eGFP signalo intensyvumas dramatiskai didéja paveikus lgsteles
nutlinu arba oksaliplatina, kadangi kontrolinés linijos signalas nesikeicia. Jdomu tai, jog vertinant

santykinj eGFP signalo pokyt; veikaint nutlinu galima pastebéti, jog jis net didesnis negu HCT116



lasteliy linijoje (3.2.4.1j pav.). Toliau buvo atliktas nutlino ir oksaliplatinos koncentracijy titravimas
(3.3.1.2 pav.).
A
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3.3.1.2 pav. eGFP signalo intesyvumo priklausomybé nuo P53 induktoriy koncentracijos:
A — eGFP signalo priklausomybé nuo nutlino koncentracijos;

B — eGFP signalo priklausomybé nuo oksaliplatinos koncentracijos;

C — eGFP signalo priklausomybés nuo nutlino koncentracijos regresinés analizés rodikliai;



D — eGFP signalo priklausomybés nuo oksaliplatinos koncentracijos regresinés analizés
rodikliai.

Kaip galima pastebéti i§ 3.3.1.2 pav., eGFP signalas didéja priklausomai nuo oksaliplatinos ir
nutlino koncentracijy. Taciau, nutlino atveju po 5 uM koncentracijos zalio signalo intensyvumas
pradeda mazéti. Tai siejasi su nutlino titravimo rezultatais, gautais tiriant HCT116 lasteliy linija.
Kita vertus, oksaliplatinos atveju eGFP signalas did¢ja iki 100 uM koncentracijos, nors HCT116
Iasteliy linijoje pradeda mazéti jau po 10 uM arba net anksc¢iau (3.2.4.2b pav.).

3.3.2. PC1 ir PC2 lasteliy linijy TP53 genotipavimas bei trankskripcinio aktyvumo
nustatymas

Vykdant ,,Kasos vézio individualizuotas gydymas: inovatyvaus, proteomine analize pagristo,
vaisty parinkimo metodo sukiirimas* projekta Proteomikos centre buvo i§vestos PC1 ir PC2 Igsteliy
linijos. Kadangi, vienas i§ projekto uzdaviniy buvo genotipuoti genus, susijusius su véziu, buvo
atliktas ir TP53 genotipavimas.

Kad buty atliktas genotipavimas, buvo klonuota P53 koduojanti sritis j pJET plazmide,
panaudojus PGR 1§ PC1 ir PC2 linijy kDNR, po to atlikta pJET-P53 plazmidziy sekoskaita. P53
padauginimas sékmingai atliktas panaudojant PGR, o P53 sekos jvedimas j pJET plazmid¢ buvo

atliktas naudojant Clonejet PCR Cloning Kit rinkinio protokola. Teigiami transformantai buvo

atrinkti panaudojus kolonijy PGR (3.3.2.1 pav.).
M 1 2 3 4 56 7 8 9 1011 12 13 1415 16 17 18 19 20

pJET-P53
kPGR
produktali

3.3.2.1 pav. pJET-P53 konstrukto kolonijyu PGR rezultaty vizualizavimas naudojant DNR
elektroforeze 1% agaroziniame gelyje

M — atitinka takel; su SM0333 DNR markeriu, 1-10 atitinka takelius su PC1 lasteliy linijos pJET-
P53 1-10 transformantais, 11-20 atitinka takelius su PC2 lasteliy linijos pJET-P53 1-10
transformantais.



Kaip galima pastebéti i§ 3.3.2.1 pav., buvo gauta 10 teigiamy klony pJET-P53 konstrukto su
P53 sekomis i§ PC1 ir tiek pat su P53 sekomis i§ PC2 linijy. Sekoskaitai buvo nusiysta po 3 klonus
1§ kiekvienos linijos. Sekoskaitos rezultatai parodé vienodos homozigotinés mutacijos, kurios néra
duomeny bazése, egzistavimg PC1 ir PC2 Igsteliy linijose (nors linijos buvo iSvestos i$ skirtingy
pacienty kasos naviky) (3.3.2.2 pav.).
A
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3.3.2.2 pav. Aptikta TP53 mutacija PC1 ir PC2 lasteliy linijose

A — Sekoskaitos rezultaty sulyginimas su koduojanciu TP53 regionu su skaitymo rémelio
aminoragsciy indeksais

VirSutiniy skaiciy eilé reprezentuoja nukleotidy numerius nuo skaitymo rémelio pradzios.

B — Mutacijos pasekmés TP53 geno skaitymo rémeliui

Apatiniy skaiciy eilé rodo P53 nukleotidy numerius nuo skaitymo rémelio pradZios.

Kaip matoma i§ 3.3.2.2a pav., mutacijos nomenklattrinis pavadinimas yra
NM_000546(TP53): ¢.1025delG (p.Arg342GInfs*3). Tacdiau, kadangi $itos mutacijos néra duomeny
bazése, jos jtaka P53 transkripciniam aktyvumui nebuvo jvertinta.

Prie$ jvedant pLIM1-emty bei pLIM1-P21p-eGFP konstruktus, PC1 ir PC2 Igsteliy linijy
TP53 geno ekspresija buvo patikrinta naudojant imunoblota (rezultatai parodé P53 kiekj,
palyginama su P53 kiekiu HCT116 lastelése, be to buvo aptiktas specifinis poslinkis, kuris galimai
atsirado dél P53 C-galo dalies praradimo) (duomenys néra parodyti).

Taigi, pLIM1-empty bei pLIM1-P21p-eGFP plazmidés buvo sékmingai transdukuotos j PC1

bei PC2 Igsteliy linijas. Po to buvo atlikti poveikiai standartiniais P53 induktoriais, bei jvertintas

eGFP signalo intensyvumas (3.3.2.3 pav.).
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3.3.2.3 pav. eGFP signalo intensyvumas priklausomai nuo Igsteliy linijy ir 20 pM nutlino bei
50 nM oksaliplatinos 24 val. poveikiu:

A, B, C, D — reprezentatyvios tékmés citometrijos duomeny histogramos:

A — Kontroliné¢ linija — PC1-pLJM1, taikinin¢ — PC1-P21p-eGFP,
poveikis — 20 uM nutlino;

B — Kontroliné linija — PC2-pLJM], taikinin¢ — PC2-P21p-deGFP,
poveikis — 20 uM nutlino;

C — Kontroliné¢ linija — PC1-pLJMI1, taikinin¢ — PC1-P21p-eGFP,



poveikis — 50 uM oksaliplatinos;
D — Kontrolin¢ linija — PC2-pLJM1, taikinin¢ — PC2-P21p-deGFP,
poveikis — 50 UM oksaliplatinos;
E — eGFP signalo intensyvumuy bendras grafikas i$ 3 biologiniy pakartojimy;
Jveréiai atitinka histogramy medianas.
D — santykiniy eGFP signalo intensyvumy bendras grafikas i§ 3 biologiniy pakartojimy
Siuo atveju reikSmés po poveikiy buvo padalintos i$ reikSmiy be poveikiy.
Kaip matoma i 3.3.2.3 pav., nei poveikis nutlinu, nei poveikis oksaliplatina nesukelia
patikimo eGFP signalo intensyvumo padidéjimo. Taciau, i§ tekmés citometrijos duomeny FCS/SSC
pasiskirstymai skiriasi tarp lasteliy be ir su poveikiais (duomenys neparodyti). Tai reiskia, jog

morfologija pasikeité.

3.4. P53 fluorescencinio reporterio modifikavimas

Kadangi praeitose reporterio versijose buvo panaudotas P21 promotoriaus 2,4 kb gabalas,
faktas, jog toje sekoje egzistuoja kity transkripciniy faktoriy atpazinimo motyvai. Pavyzdziui, AP-1
(Chung et al., 2002). Atviras klausimas ar jie realiai veikia reporterio specifiSkumag P53. Taciau
tam, kad buity uztikrinta, jog P53 reporteris yra tikrai specifinis P53, buvo panaudota kita prieiga
prie jo naujos versijos kiirimo.

Zinoma, jog standartiniai reporteriai yra kuriami pagal tokj principa:

1. Transkripcijos faktoriy motyvy atpazinimo deriniai (skirtingas skaicius atsako elementy,

skirtingi tarpai tarp jy) klonuojami j atitinkamg vektoriy;

2. Skirtingi minimalds (Serdiniai) promotoriai klonuojami skirtingais atstumais nuo atsako
elementy (promotorius turi biti i§ 3¢ galo nuo atsako elemety);

3. Fluorescenciniy baltymy arba liuciferazés genai klonuojami i§ 3° galo nuo minimaliy
promotoriy;

4. Sistemos testuojamos Igstelése su taikininio transkripcijos faktoriaus induktoriais arba
tiesiogiai manipuliuojant jo ekspresija.

Sekti tg patj principg buvo nuspresta ir P53 atveju. Buvo parinkti du P53 atsako elementy
deriniai:

a) P21 promotoriaus 5° atpazinimo elementas — stipriausias elementas gamtoje (Jordan et al.
2012);

b) Trys P53 atsako elementai be tarpy tarp jy: ConA (stipriausias sintetinis P53 atsako
elementas), P21 5 atpazinimo elementas, atpazinimo elementas i§ BCLB6 geno
promotoriaus (Jordan et al., 2012).

Taip pat buvo pasirinkti du minimaliis promotoriai:
a) YB_TATA — nelabai stiprus sintetinis promotorius, sukurtas 2014 metais. Turi labai Zema

bazinj aktyvumg ir pakankamai aukstg indukcijos lygi (Ede et al., 2016).



b) minCMVmod (T4 versija) — stiprus minimalus CMV promotorius su sumazintu ,,tekéjimu (
angl. leaking). Skirtumai nuo standartinio: pridétas TFIIB atpazinimo motyvas bei TATA-
dézuté pakeista j kanonine (Loew et al., 2010).
Be to, kaip fluorescenciniy baltymy genai buvo pasirinkti eGFP ir deGFP. Taciau, versijos su
deGFP taip ir nebuvo panaudotos. Buvo jvestas dar vienas atnaujinimas: TagBFP genas po
konstitutyvaus hPGK promotoriaus kontrole. Tai buvo skirta provirusy skai¢iaus, patekusiy i

lasteles nustatymui.



3.4.1. pLIM1-eGFP-TagBFP bei pLIM1-deGFP-TagBFP konstravimas

TagBFP genas buvo subklonuotas j taikinines plazmides, iSkirpus puromicino atsparumo geno
5¢ regiong 1§ pLIM1-eGFP bei pLIM1-deGFP plazmidziy, bei pakeitus j ta patj regiona, bet su
panaikintu STOP kodonu ir T2A-TagBFP seka. (3.4.1.1 pav.).
A B
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3.4.1.1 pav. A — pLIM1-eGFP-TagBFP restrikcinis Zemélapis;

B — pLIM1-deGFP-TagBFP restrikcinis Zemélapis;

C — pLIM1-eGFP-TagBFP bei pLIM1-deGFP-TagBFP restrikciné analizé

su Hindl 11 in silico;

D — pLIM1-eGFP-TagBFP bei pLIM1-deGFP-TagBFP plazmidziy klony restrikcinés
analizés rezultaty vizualizavimas naudojant elektroforeze 1% agaroziniame gelyje



M — atitinka takelj su DNR markeriu sm0333; 1-3 takeliai atitinka pLIM1-eGFP-TagBFP trijy
klony restrikcinés analizés rezultatus; 4-6 takeliai atitinka pLIM1-deGFP-TagBFP 3 klony

restrikcinés analizés rezultatus.

Kaip matoma, i§ 3.4.1.1 pav., buvo gauti pLIM1-eGFP-TagBFP konstrukto 3 teigiami klonali,
jo deGFP versijos irgi 3. Tolimesniems darbams buvo panaudoti pLIM1-eGFP-TagBFP 2 ir
pLIM1-deGFP-TagBFP 3 klonai.

3.4.2. pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA, pLIM1-eGFP-TagBFP-minCMVmod bei deGFP

versijy plazmidziy konstravimas
YB-TATA bei minCMVmod minimaliis promotoriai buvo uzsakyti oligonukleotidy pavidalu.
Tuomet oligonukleotidai buvo sulydyti ir klonuoti j pLIM1-eGFP-TagBFP ir pLIM1-deGFP-

TagBFP plazmides (3.4.2.1 pav.).A B
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Ladder sm0333

1 PLIM1-EGFP-TagBFP-YB_TATA - Hindlll Xbal
pLIM1-dEGFP-TagBFP-YB_TATA - Hindlll Xbal
pLIM1-EGFP-TagBFP-minCMVmod - Ecl13611
pLIM1-dEGFP-TagBFP-minCMVmod - Ecl136I1

BowoN

Ladder 1 2 3 4
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3.4.2.1 pav. A - pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA restrikcinis Zemélapis;

B — pLIM1-deGFP-TagBFP-YB_TATA restrikcinis Zemélapis;

C - pLIM1-eGFP-TagBFP-minCMVmod restrikcinis Zemélapis;

D — pLIM1-deGFP-TagBFP-minCMVmod restrikcinis Zemélapis

E — Auks¢iau iSvardinty konstrukty su YB_TATA restrikciné analizé

su HindIII bei Xbal, auk$¢iau iSvardinty konstrukty su minCMVmod restrikciné analizé su
Ecl13611 in silico;

F — Auksciau iSvardinty plazmidZiy klony restrikcinés analizés rezultaty vizualizavimas
naudojant elektroforeze 1% agaroziniame gelyje

M — atitinka takelius su DNR markeriu sm0333; 1, 2 takeliai atitinka pLIM1-eGFP-TagBFP-
YB_TATA 2 klony restrikcinés analizés rezultatus; 3-5 takeliai atitinka pLIM1-deGFP-TagBFP-
YB _TATA 3 klony restrikcinés analizés rezultatus; 6, 7 takeliai atitinka pLIM1-eGFP-TagBFP-
minCMVmod 2 klony restrikcinés analizés rezultatus; 8-10 takeliai atitinka pLIM1-deGFP-
TagBFP-minCMVmod 3 klony restrikcinés analizés rezultatus.

Kaip galima spresti i§ 3.4.2.1 pav., buvo gauta pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA konstrukto
2 teigiami klonai, pLIM1-deGFP-TagBFP-YB_TATA — 3 teigiami klonai, pLIM1-eGFP-TagBFP-
minCMVmod — 2 teigiami klonai, pLIM1-deGFP-TagBFP-minCMVmod konstrukto — 3 teigiami

klonai. Tolimesniems darbams buvo pasirinkti 1 konstrukto — 2 klonas, 2 konstrukto — 2 klonas, 3

konstrukto — 1 klonas, 4 konstrukto — 1 klonas.

3.4.3. Modifikuoto P53 reporterio versijuy galutiniy konstrukty sukiirimas ir juy validavimas
Viengubas ir trigubas P53 atsako elementai buvo uzsakyti oligonukleotidy pavidalu. Tuomet
jie buvo sulydyti bei klonuoti j plazmides, aprasytas praeitame skyrelyje, iSkirpus CMV promotoriy.

Konstruojant kontrolines plazmides, CMV promotorius buvo iskirptas, o lipniis galai uzbukinti.



Taip buvo gautos plazmidés be CMV promotoriaus ir P53 atsako elementy, taciau su minimaliais
promotoriais. I§ viso buvo gauta 12 galutiniy konstrukty:

pLIM1-eGFP-TagBFP su YB_TATA minimaliu promotoriumi be ir su viengubu ir trigubu P53
atsako elementais;

pLIM1-eGFP-TagBFP su minCMVmod minimaliu promotoriumi be ir su viengubu ir trigubu P53
atsako elementais;

pLIM1-deGFP-TagBFP su YB_TATA minimaliu promotoriumi be ir su viengubu ir trigubu P53
atsako elementais;

pLIM1-deGFP-TagBFP su minCMVmod minimaliu promotoriumi be ir su viengubu ir trigubu P53
atsako elementais (3.4.3.1 pav.).
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Ladder sm0333
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PLIM1-EGFP-TagBFP-minCMVmod-deltaCMV - Ncol Vspl
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Ladder sm0333

pLIM1-dEGFP-TagBFP-YB_TATA-deltaCMV - Ncol Vspl
pUM1-dEGFP-TagBFP-YB_TATA-deltaCMV-1xRE_P53 - Ncol Vspl
PUM1-dEGFP-TagBFP-YB_TATA-deltaCMV-3xRE_P53 - Ncol Vspl
pUM1-dEGFP-TagBFP-minCMVmod-deltaCMV - Ncol Vspl
pPYM1-dEGFP-TagBFP-minCMVmod-deltaCMV-1xRE_P53 - Ncal Vspl
PLMI1-dEGFP-TagBFP-minCMVmod-deltaCMV-3xRE_P53 - Ncol Vspl
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3.4.3.1 pav. A, B, C, D, E, F — svarbiausio konstrukty regiono seka su restrikcijos
endonukleaziy motyvais, eGFP geno skaitymo rémelio pradzZia ir nurodytomis klonuotomis
sekomis:

A —pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA-ACMYV;

B — pLIM1-eGFP-TagBFP-minCMVmod-ACMYV;

C — pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA-ACMV-1xRE_P53;

D — pLIM1-eGFP-TagBFP-minCMVmod-ACMV-1xRE_P53;

E — pLIM1-eGFP-TagBFP-YB_TATA-ACMV-3xRE_P53;

F — pLIM1-eGFP-TagBFP-minCMVmod-ACMV-3xRE_P53

G - auk$¢iau nurodyty konstrukty restrikciné analizé su Ncol ir Vspl in silico;



H — auksciau iSvardinty plazmidZziy klony restrikcinés analizés rezultaty vizualizavimas
naudojant elektroforeze 2% agaroziniame gelyje

M — atitinka takelius su DNR markeriu sm0333; 1, 2 takeliai — A konstruktas; 3, 4 takeliai — C
konstruktas; 5 — 7 takeliai — E konstruktas; 8, 9 takeliai — B konstruktas; 10, 11 takeliai — D
konstruktas; 12, 13 takeliai — F konstruktas.

| — auk$c¢iau nurodyty konstrukty deGFP versiju restrikciné analizé su Ncol ir Vspl in silico;
J — auks¢iau iSvardinty plazmidziy deGFP versiju klony restrikcinés analizés rezultaty
vizualizavimas naudojant elektroforeze 2% agaroziniame gelyje

M — atitinka takelius su DNR markeriu sm0333; 1, 2 takeliai — A konstrukto deGFP atitikmuo; 3, 4
takeliai — C konstrukto deGFP atitikmuo; 5, 6 takeliai — E konstrukto deGFP atitikmuo; 7, 8 takeliai
— B konstrukto deGFP atitikmuo; 9, 10 takeliai — D konstrukto deGFP atitikmuo; 11, 12 takeliai — F
konstrukto deGFP atitikmuo.

Kaip matoma i§ 3.4.3.1 pav., visy konstrukty klonai buvo teigiami i§skyrus pLIM1-eGFP-
TagBFP-YB_TATA-ACMV-1RE_P53 antrg klong ir pLIM1-deGFP-TagBFP-YB_TATA-ACMV-
1xRE_P53 pirma klong. eGFP plazmidziy klonai i§ 1, 3, 5, 8, 11, 13 takeliy bei deGFP plazmidziy
klonai 1, 3, 5, 7, 10, 11 buvo nusiysti sekoskaitai. Buvo atlikta sekoskaita 3.4.3.1abcdef pav.
pavaizduoty plazmidziy regiony (duomenys neparodyti). Visi klonai buvo teigiami.

Atitinkami eGFP plazmidZziy klonai buvo sékmingai panaudoti atitinkamy HCT-P ir HCT-P-
p537 Igsteliy linijy i§vedimui (mirm lentelé). Tuomet buvo atlikta P53 indukcija su nutlino ir

oksaliplatinos standartinémis koncentracijomis (3.4.3.2 pav.).
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Green Fluorescence {GRN-HLog) Green Fluorescence {GRM-HLag)

Green Fluorescence {GRN-HLog) Green Fluorescence {GRM-HLog)

Kontroliné Kontroliné Taikininé Taikininé
Igsteliy linija (su Igsteliy linija (su Igsteliy linija Igsteliy linija
tusciu tusciu +
vektoriumi) vektoriumi) poveikis
+
poveikis

3.4.3.2 pav. eGFP signalo intensyvumas priklausomai nuo Igsteliy linijy ir 20 pM nutlino bei
50 uM oksaliplatinos 24 val. poveikiy — reprezentatyvios tékmés citometrijos duomeny
histogramos (buvo atlikti 2 biologiniai pakartojimai):

A — Kontroliné linija — HCT-P-YB_TATA, taikinin¢ — HCT-P-1xRE_P53-YB_TATA,

poveikis — 20 uM nutlino;

B — Kontroliné linija — HCT-P-minCMVmod, taikininé — HCT-P-1xRE_P53-minCMVmod,
poveikis — 20 uM nutlino;

C — Kontrolin¢ linija — HCT-P-p537-YB_TATA, taikininé — HCT-P-p53”7-1xRE_P53-YB_TATA,
poveikis — 20 uM nutlino;

D — Kontroliné linija — HCT-P-p53”-minCMVmod, taikinin¢ — HCT-P-p537-1xRE_P53-
minCMVmod, poveikis — 20 uM nutlino;

E — Kontroliné linija — HCT-P-YB_TATA, taikinin¢ — HCT-P-3xRE_P53-YB_TATA,

poveikis — 20 uM nutlino;

F — Kontrolin¢ linija — HCT-P-minCMVmod, taikininé¢ — HCT-P-3XRE_P53-minCMVmod,
poveikis — 20 uM nutlino;

G — Kontroliné linija— HCT-P-p537-YB_TATA, taikininé¢ — HCT-P-p537-3xRE_P53-YB_TATA,



poveikis — 20 uM nutlino;

H — Kontroliné linija — HCT-P-p53”-minCMVmod, taikinin¢ — HCT-P-p537-3xRE_P53-
minCMVmod, poveikis — 20 uM nutlino;

| — Kontrolin¢ linija — HCT-P-YB_TATA, taikininé¢ — HCT-P-1xRE_P53-YB_TATA,

poveikis — 50 UM oksaliplatinos;

J — Kontrolin¢ linijja — HCT-P-minCMVmod, taikinin¢ — HCT-P-1xXRE_P53-minCMVmaod,
poveikis — 50 UM oksaliplatinos;

K — Kontroliné linija — HCT-P-p537-YB_TATA, taikininé — HCT-P-p537-1xRE_P53-YB_TATA,
poveikis — 50 UM oksaliplatinos;

L — Kontroliné linija — HCT-P-p537-minCMVmod, taikininé — HCT-P-p537-1xRE_P53-
minCMVmod, poveikis — 50 uM oksaliplatinos;

M — Kontroliné linija— HCT-P-YB_TATA, taikinin¢ — HCT-P-3XRE_P53-YB_TATA,

poveikis — 50 UM oksaliplatinos;

N — Kontroliné linija — HCT-P-minCMVmod, taikininé — HCT-P-3xRE_P53-minCMVmod,
poveikis — 50 UM oksaliplatinos;

O — Kontroliné linija— HCT-P-p537-YB_TATA, taikininé — HCT-P-p537-3xRE_P53-YB_TATA,
poveikis — 50 UM oksaliplatinos;

P — Kontroliné linija — HCT-P-p537-minCMVmod, taikininé — HCT-P-p537-3xRE_P53-
minCMVmod, poveikis — 50 uM oksaliplatinos.

Kaip galima pastebéti i§ 3.4.3.2 pav., lasteliy linijos su YB_ TATA minimaliu promotoriumi
nereaguoja nei j nutlino, nei j oksaliplatinos poveikius nepriklausomai nuo P53 atsako elementy
skaiCiy (jy atsakas nesiskiria nuo kontroliniy lasteliy linijy). minCMVmod minimaliu promotoriaus
atveju P53** 1asteliy linijos reaguoja j poveikius kaip ir su nutlinu, taip ir su oksaliplatina. Atsako

stiprumas priklauso nuo P53 atsako elementy skai¢iaus. Matoma, jog P53 Iasteliy linijose néra

jokio atsako. Galima pastebéti, jog reaguoja tik maza dalis lasteliy.



REZULTATU APTARIMAS

Kaip galima pastebéti, visas suplanuotas konstravimas buvo atliktas sékmingai.
Pries aptariant biologinius rezultatus, reikéty paminéti transkripcijos faktoriy reporteriy 3
vertinimo Kriterijus:

a) Veiklumas — ar reaguoja reporteris j transkripcijos faktoriaus buvima lgstelése?

b) Specifiskumas — ar reaguoja biitent j tg transkripcijos faktoriy?

¢) Jautrumas — kaip reporterio signalo intensyvumas priklauso nuo transkripcijos faktoriaus

transkripcinio aktyvumo?

d) Pritaikomumas — ar lengva pritaikyti konkrecig reporterio versija?

Taigi, pradedant nuo pritaikomumo. Kaip ir P21p-eGFP, P21p-deGFP bei YB_TATA,
minCMVmod pagristy reporteriy formos yra lentivirusings transferinés plazmidés. Tai reiskia, jog
jas galima pritaikyti tiek laikinajai transfekcijai, naudojant cheminius arba fizinius metodus, tiek ir
lentivirusinei transdukcijai (biologinis transfekcijos metodas). IS vienos pusés transfekcija yra
zymiai daugiau prieinamas metodas. Jg biity galima greitai ir efektyviai pritaikyti bet kurioje
laboratorijoje, kuri turi leidimg dirbti su GMO. Dar vienas privalumas transfekcijos yra
fluorescencinio signalo intensyvumas. Palyginus su transdukcija, fluorescencinio signalo
intensyvumas gali skirtis 10 karty ir daugiau (Ede et al, 2016). Darbui su lentivirusiniais vektoriais
reikalingi specialiis leidimai ir atitinkami apsaugos metodai. IS kitos pusés, taikant transfekcijg labai
kencia specifiskumas, nes dazniausiai jos metu j skirtingas lgsteles patenka labai skirtingas
plazmidziy kiekis. Kuo daugiau reporterinés plazmidés patenka j lastele, tuo didesné nespecifikos
rizika. Be to, tokioje plazmidéje turi biti ,,endogeniné kontrolé* — papildomas fluorescencinio
baltymo genas po konstitutyvaus promotoriaus kontrole tam, kad biity galima normalizuoti
reporterinio fluorescencinio baltymo signalg (Ede et al., 2016). Tokig kontrole turi tik minCMVmod
bei YB_TATA pagristy reporteriy plazmideés. I$ kitos pusés, taikant lentivirusing transdukcijg labai
maze¢ja nespecifiSkumo rizika, nes visada galima parinkti viruso titrg, kad MOI biity 1 arba maZiau.
Tada statistiskai tik vienas provirusas patenka j vieng lastele ir normalizavimo nebereikia. Kita
vertus, transfekcijos ir transdukcijos efektyvumai priklauso nuo plazmidés ir proviruso seky ilgio,
atitinkamai. Siuo atveju, akivaizdu, jog abiem atvejais minCMVmod bei YB_TATA pagristi
reporteriai yra geresni: kaip ir teoriniai provirusy dydziai, taip ir paciy plazmidziy dydziai yra
mazesni negu P21p-eGFP, P21p-deGFP reporteriy. Taigi, pagal transfekcijos ir transdukcijos
kriterijy, minCMVmod bei YB_TATA pagristi reporteriai yra geresni negu P21p-eGFP ir P21p-
deGFP reporteriai.

Kita pritaikomumo dalis priklauso nuo fluorescencinio baltymo geno pasirinkimo. Kadangi

GFP buvo istoriskai pirmas klonuotas fluorescencinio baltymo genas, beveik visos fluorescenciniy



signaly detekcijos sistemos, pavyzdziui, konfokaliniai ir fluorescenciniai mikroskopai, tekmés
citometrai turi atitinkamus lazerius ir filtrus (Prasher et al., 1992). Taigi, $iuo atveju ir P21p-eGFP
ir P21p-deGFP bei YB_TATA bei minCMVmod pagristi reporteriai yra ekvivalenciai.

Kitas svarbus kriterijus yra veiklumas. Siuo atveju ir P21p, ir minCMVmod pagristi reporteriai
teigiamai reaguoja j teigiamg P53 statusg bei jo aktyvinimg su induktoriais. Taciau, YB TATA
pagristi reporteriy variantai parodé neigiama reakcijg j P53 teigiama statusg bei stimuliacijg su
nutlinu ir oksaliplatina. Taciau, tai dar nereiskia, jog eGFP nesiekspresuoja atitinkamose Igsteliy
linijose: tai reiskia, jog eGFP signalo intensyvumas yra mazesnis negu autofluorescencijos signalo
intensyvumas. Tam, kad btity patikrinta $i hipoteze, biity galima pritaikyti autofluorescencijos
sumazinimo metodus (pavyzdziui, konfokaliniai mikroskopai turi tokj privaluma) arba pasinaudoti
kiekybiniu PGR. Taip pat, galima pasinaudoti laikingja transfekcija (signalas gali padidéti 10 karty
ir daugiau palyginus su transdukuotomis su vienu provirusu lastelémis) (Ede et al., 2016). Visali
tikétina, jog, jei klonuotume, pavyzdziui, 3-4 3xRE P53 tandemus i plazmide¢ su tuo minimaliu
promotoriumi, toks reporteris parodyty palyginama su minCMVmod atsako profilj. Kita vertus,
egzistuoja tikimybé, kad YB TATA tiesiog neveikia HCT116 lgstelése. Skirtingai nuo kity
naudojamy minimaliy promotoriy, §is yra visiSkai sintetinis ir ypatingai trumpas (20 bp). Maza to,
niekas i$ tikryjy nezino kaip jis veikia. Taciau, YB_TATA turi labai patrauklias charakteristikas,
tuomet moksliniy darby skaiéius, kur jis yra panaudotas, nuolat didéja (Greeshpan et al., 2022).

SpecifiSkumas yra pats svarbiausias kriterijus. Taigi, reikéty pradéti nuo teorinés dalies. Kaip
P21p, taip ir minCMVmod bei YB_TATA pagrijstose sistemose naudojami P53 atsako elementai
(angl. responsive elements), kurie turi specifines sekas. Ta¢iau, P53 prastai istirtus homologus P63
ir P73, kurie sgveikauja su tomis pac¢iomis sekomis (Osada et al., 2006). Maza to, jy transkripcinis
aktyvumas irgi didéja tomis padiomis aplinkybémis kaip ir P53. Sitos problemos sprendimo
literatiiroje nebuvo rasta. Taciau, tikriausiai biity galima sukurti tokj sintetinj elementa, su kuriuo
saveikauty tik P53, pritaikius, pavyzdZiui atsitikting mutagenezg. Taigi, nagrinéjant P53 reporteriy
specifiSkuma, visada reikia turéti omenyje, jog jis yra nei§vengiamai kompromituotas.

Taigi, kaip parodé sulyginimas tarp nepaveikty HCT-P ir HCT-P-p537 Iasteliy linijy su P21p-
eGFP bei P21p-deGFP konstruktais, deGFP reporterio versija yra specifiskesné. Taciau, atlikus P53
transkripcinio aktyvumo indukcijg tas skirtumas pasirodé nereik§Smingas. Kitas biidas jvertinti
specifiskuma, i$nagrinéti nutlino titravimo rezultatus. Matoma, jog regresijos koeficientas R? yra
didesnis eGFP reporterio versijoje palyginus su deGFP, reiskia priklausomybé yra stipresne. Taip
pat reikéty apzvelgti keistus oksaliplatinos titravimo rezultatus. Siuo atveju jmanomi du
paaiskinimai:

a) Oksaliplatinos savybés. Zinoma, jog didelémis koncentracijomis, oksaliplatina stabdo

replikacija, transkripcijg bei transliacijg (ref);



b) Oksaliplatinos Zities indukcija. Zinoma, jog vykstant lastelinei Zii¢iai, eGFP fluorescencija

nyksta.

Taciau, P21p pagristy reporteriy triilkumas yra tas, jog buvo klonuotas labai ilgas P21
promotoriaus regionas. IS literatiiros Zinoma, jog ten yra daug kity transkripcijos faktoriy
atpazinimo motyvy (Chung et al, 2002). Taigi, yra tikimybé, jog tam tikrose aplinkybése, kurios
néra susijusios su P53, tas regionas bus aktyvuojamas arba slopinamas. Tuomet buvo nuspresta
sukurti reporterius minCMVmod bei YB_TATA pagrindu.

Teoriskai Sitos versijos turi biiti specifiSkesnés, bet kaip yra i$ tikryjy? Poveikis fiksuotomis
nutlino ir oksaliplatinos koncentracijomis parodé¢, jog minCMVmod pagrjstas reporteris yra daugiau
specifinis negu reporteriai P21p pagrindu. Matoma, jog P53 Iasteliy linijose absoliuciai néra
skirtumy palyginus su kontrolémis. Taciau, galutinei i§vadai triiksta 1 biologinio pakartojimo.

Taigi, galima padaryti tarping i§vada, jog minCMVmod pagrijsti reporteriai yra specifiskesni
negu P21p pagristi.

Sekantis Kkriterijus yra jautrumas. P21p reporteriy atveju svarbis yra santykinis zalios
fluorescencijos intensyvumas veikiant fiksuotomis P53 induktoriy koncentracijomis ir nutlino
titravimo rezultatai. Galima, pastebéti, jog santykiné P21p-eGFP indukcija yra didesné negu P21p-
deGFP veikiant ir oksaliplating ir nutlinu. Deja, skirtumai néra statistiskai patikimi. Taciau, kaip
galima pamatyti i$ nutlino titravimo regresinés analizés rezultaty, eGFP reporterio R? yra didesnis
negu deGFP reporterio. Tai reiskia, jog eGFP reporterio signalas stipriau priklauso nuo didéjanc¢ios
P53 induktoriaus koncentracijos, o tai reiSkia, jog jis jautresnis negu deGFP reporteris. Lyginant
minCMVmod pagrjstus reporterius su viengubu ir trigubu P53 atsako elementais, galima pamatyti,
jog trigubos versijos atveju stebimi skirtumai tarp P53** ir P53 linijy, o viengubos versijos atveju
— ne. Tuomet galima padaryti iSvada, jog minCMVmod reporterio versija su trigubu P53 atsako
elementu yra jautresné. Palyginti P21p bei minCMVmod pagrijstus reporterius negalima, nes triksta
statistiniy duomeny.

Netikétai tyrimy eigos metu atsirado dar vienas kriterijus — j stimuliacijg P53 bei P53
induktoriais reaguojanciy lasteliy Kiekis. I$ karto reikia pasakyti, jog Siuo atveju nebuvo atlikta
JOokiy specialiy matavimy. Visi pastebéjimai pagristi histogramy analize plika akimi. Taigi, kaip
galima pamatyti, P21p reporteriy atveju j P53 teigiamg statusg reaguoja dauguma lIasteliy. Taciau,
po P53 transkripcinio aktyvumo indukcijos, nereaguojanciy lasteliy dalis dar sumazéja, bet
nedingsta. Siuo atveju gali biiti daug paaiskinimy. Vienas i3 ju — kompromituota lasteliy atranka su
antibiotiku po lentivirusinés transdukcijos. Taciau, ta priezastis mazai tikétina, nes stabiliy Igsteliy
linijy iSvedimo technika buvo gerai atidirbta Proteomikos centro laboratorijoje. Sekantis
paaiskinimas gali buti tame, jog nereaguojancios lastelés neturi arba turi inaktyvuota P53 varianta.

Sita priezastis yra pakankamai tikétina, nes HCT116 lasteliy linija yra labai heterogeniné ir turi



mikrosatelitinj nestabilumg. Ta¢iau, HepG2 yra palyginus homogeniné linija, taciau jos atveju irgi
ne visos Igstelés atsako j P53 transkripcinio aktyvumo indukcija. Be to, panasus nefluorescuojanciy
lasteliy kiekis buvo stebimas kaip HCT116, taip ir HepG2 stabiliose Igsteliy linijose,
ekspresuojanciose eGFP ir deGFP po CMV promotoriaus kontrole. Taigi, labiausiai tikétina trecia
hipotezé — nefluorescuojancios Igstelés - tiesiog lentivirusinés transdukcijos artefaktas. Su didele
tikimybe provirusas jsistaté j nepalankias genomo vietas tose lgstelése ir eGFP ekspresija yra
slopinama. Sitos hipotezés trukumas yra tas, jog puromicino atsparumo geno ekspresija visgi vyksta
(kitaip Igstelés nepraeity atrankos).

Nagrinéjant linijas su minCMVmod reporterio variantais, pastebima, jog j P53 teigiamg statusg
be poveikiy reaguoja tik linija su trigubu P53 atpazinimo elementu. Nutlino ir oksaliplatinos
poveikiy atveju reaguoja ir sistema su viengubu variantu. Tac¢iau, abejais atvejais reaguoja tik
palyginus maza lasteliy frakcija. Kodél taip vyksta — jdomus klausimas. Pirma hipotezé §iuo atveju
baty — blogai pavykusi lentivirusiné transdukcija. Taéiau, $iuo atveju j vektorius buvo jvestas
TagBFP baltymo genas po hPGK promotoriaus kontrole (kaip ir puromicino atsparumo genas).
Fluorescenciné mikroskopija parodé, jog 90% lasteliy visy iSvesty linijy su YB_TATA ir
minCMVmod pagrijstais konstruktais fluorescuoja mélynai. Tai reiskia, jog lentivirusiné
transdukcija ir atranka su antibiotiku pavyko. Kitas paaiskinimo variantas yra minCMVmod
promotoriaus modifikacijos. Siuo atveju reikéty Zinoti, jog ,,TET ON* sistema i§ pCW57 (Puro)
vektoriaus yra pagrista minimaliu CMV promotoriumi. Kaip matoma, HCT-P-ieGFP linijos eGFP
ekspresijos indukcija pavyko ir dauguma Igsteliy sekmingai prad¢jo fluorescuoti. Taciau, minCMV
minimalaus promotoriaus zinoma problema yra ,,tekéjimas*. Tam, kad jj sumazinti buvo jvestos dvi
modifikacijos: pridétas TFIIB transkripcijos faktoriaus atpazinimo motyvas ir TATA-dézutés seka
buvo pakeista j kanonine (Loew et al, 2010). Mazai tikétina, jog TATA-déZutés sekos pakeitimas
sukélé tokias pasekmes. IS kitos pusés buvo parodyta, jog TFIIB atpazinimo motyva turintys geny
promotoriai yra supresuojami genotoksinio streso metu (Shandilya et al., 2012). O oksaliplating
tikrai sukelia genotoksinj stresa (Allgayer et al., 2019). I8 kitos pusés, nutlinas yra specifinis
MDMZ2 inhibitorius, ta¢iau jis irgi sukelia panasy efekta. Taciau, yra duomeny, kad $itas cheminis
junginys irgi gali sukelti genotoksinj stresa! Siuo atveju, panasu, jog reaguoja lastelés, kuriose yra
mazai TFIIB transkripcijos faktoriaus. Egzistuoja ir trecias paaiSkinimas. IS 5¢ galo nuo reporteriy
P53 atsako elementy buvo atrasta nepilna zmogaus U6 promotoriaus seka (apie 75% ilgio be 3’
galo). U6 promotorius — tre¢ios RNR polimerazés promotorius. O tre¢ia RNR polimerazé
sgveikaudama su DNR neduoda prisijungti antrai RNR polimerazei, dél ko eGFP geno ekspresija
nevyksta. Siuo atveju reguojanéios lastelés — tos Iastelés, kuriose yra maziausiai polimerazés. Jei
buty daugiau laiko tyrimams, buty atlikti tokie veiksmai:

1. U6 promotoriaus likuciy pasalinimas i§ minCMVmaod pagristy konstrukty;



2. minCMVmod minimalaus promotoriaus pakeitimas j nemodifikuotg versija.

Dabar reikéty apzvelgti P21p-eGFP reporterio pritaikyma. Apibendrinus eksperimentus su
HepG2 su didele tikimybe galima teigti, jog $ita linija turi aktyvy ir funkcionaly P53. Taciau, P53
funkcionalumo jvertinimas panaudojant P53 fluorescencinj reporterj — labai netiesioginis badas
norint pasiekti tokj tikslg. I$ pradziy reikéjo pabandyti jvertinti P53 funkcionalumg paprastesniais
budais. Pavyzdziui, imunofluorescenciniu metodu arba jo taikininiy geny kPGR.

PC1 ir PC2 linijy atveju, kaip jau buvo pasakyta, buvo aptikta nauja TP53 ¢.1025delG mutacija,
kurios néra standartinése duomeny bazése. Sita mutacija egzistuoja P53 C-gale: tetramerizacijos
domeno gale. Dél rémelio poslinkio dingsta sekantis C-reguliacinis domenas. Kaip tetramerizacijos
domenas, taip ir C-reguliacinis domenas labai svarbiis P53 transkripciniam aktyvumui teorijoje.
Kaip parodé eksperimentas su PC1-P21p-eGFP ir PC2-P21p-eGFP linijomis, Sitas galioja ir
praktikai. Taciau, faktas, jog Sitos linijos nesureagavo j P53 transkripcinio aktyvumo indukcija yra
tiesiog stiprus argumentas, bet ne jrodymas, jog P53 su ¢.1025delG mutacija neturi transkripcinio
aktyvumo. Visy pirma, P53 induktoriai galéjo nepatekti j PC1 ir PC2 lgsteles. Taciau, buvo
iSnagrinétas PC1 ir PC2 linijy FCS/SSC pasiskirstymai be ir su poveikiais (duomenys neparodyti).
Jie skyrési. Reiskia, lasteliy morfologija buvo pasikeitusi esant poveikiams. Visy antra, P53
»upstream* arba ,,downstream* gal¢jo biiti neveiklis Sitose Igstelése, nes P53 aktyvacijai reikia
atitinkamy fosforilinimy, bei jo taikiniy geny promotoriai neturi biiti nutildyti. Ta¢iau, mazai
tikétina, jog P21 promotoriaus regionas jvestas su eGFP genu biity taip greitai nutildytas visose
lastelése. Galy gale, tam, kad biity galima tvirtinti, jog P53 su ¢.1025delG mutacija neturi
transkripcinio aktyvumo, reikia subklonuoti jo seka j vektoriy su ,,TET ON* sistema, jvesti  HCT-
P-p537-P21p-eGFP lasteles, pabandyti indukuoti P53 raiska skirtingomis doksiciklino
koncentracijomis be ir su P53 induktoriais nutlinu ir oksaliplatina. Tik tada biity galima padaryti

galuting iSvada.



ISVADOS

. Higromicino atsparumo genas buvo sékmingai pakeistas | puromicino atsparumo geng ,,TET
ON* sistemos vektoriuje;

PEST seka buvo sékmingai klonuota | pEGFP-C2 vektoriy, eGFP bei deGFP geny sekos
buvo sékmingai subklonuotos i ,,TET ON* sistemos vektoriy, atitinkamos lasteliy linijos
buvo iSvestos ir eGFP bei deGFP signaly intensyvumy palyginimas parode¢, jog PEST seka
yra veikli;

P21 promotoriaus seka buvo sékmingai klonuota j pJET vektoriy, buvo atlikta jos
sekoskaita, toliau ji buvo subklonuota i galutinius vektorius su eGFP bei deGFP genais,
iSvestos atitinkamos lasteliy linijos bei parodyta, jog abi sistemos yra veiklios ir pakankamai
specifinés P53;

Buvo nustatytas P53 transkripcinis aktyvumas HepG?2 lasteliy linijoje;

. PC1 ir PC2 lasteliy linijy TP53 koduojancio regiono sekoskaita buvo s¢kmingai atlikta,
aptikta homozigotiné ¢.1025delG mutacija bei buvo parodyta, jog P53 su Sita mutacija
neturi transkripcinio aktyvumo nurodytose lasteliy linijose;

P53 fluorescencinio reporterio specifiSkumas buvo s¢kmingai padidintas, panaudojant
viengubo ir trigubo P53 atsako elementy bei minCMVmod minimalaus promotoriaus
derinius vietoj P21 promotoriaus. Taciau, Sitie reporterio variantai veike tik mazoje lasteliy

dalyje.



ASMENINIO INDELIO APRASYMAS

Absoliuciai visi darbai, planavimai i§skyrus P53 transkripcinio reporterio kiirimo idéja.



PADEKA

Noriu nuosirdziai padékoti Proteomikos centro kolektyvui, ypatingai dr. Mindaugui Valiui uz
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