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SANTRUMPU SARASAS
2D — dvidimensiné, monosluoksnj formuojanti lasteliy kultiira
3D - tridimensiné (erdviné) lasteliy kultara
DLD1 - zmogaus gaubtinés zarnos karcinomos lasteliy linija
ECM - tarplastelinis uzpildas
FD — frakcionuotos dozés poveikis JS
Gy — Gréjus, Sl sistemos vienetas
HT?29 — zmogaus gaubtinés zarnos karcinomos lasteliy linija
JS — jonizuojancioji spinduliuoté
KEGG - Duomeny baziy kolekcija Kioto geny ir genomy enciklopedija (angl. Kyoto
encyclopedia of genes and genomes)
LLC1- peliy Lewis plauciy karcinomos lgsteliy linija
Ir-ECM — lamininu praturtintas tarplastelinis uzpildas
MAPK - mitogeny aktyvuojamos baltymy kinazés
TL-PGR - tikro laiko (kiekybiné) PGR
VD - vienkartinés dozés poveikis JS



IVADAS

Pra¢jus daugiau kaip 100 mety nuo pirmyjy bandymy jonizuojancigja spinduliuote
pritaikyti medicinoje, atradimai, padaryti radiobiologijos srityje, padéjo pamatus
Siuolaikinéje spindulinéje prieSvézinéje terapijoje naudojamiems metodams (Purdy
2008). Kartu su jvairiomis technologinémis naujovémis, Siuolaikiné spinduliné terapija —
vienas tiksliausiy véziniy susirgimy gydymo biidy, leidzianciy kontroliuoti
jonizuojanciosios spinduliuotés (JS) doze atsizvelgiant ] individualias naviko
charakteristikas ir prognozuojamg organizmo atsaka. JS skiriama mazdaug pusei vézZiu
sergan¢iy pacienty, atskirai arba kartu su kitais metodais (chirurgija, chemoterapija,
hormony terapija) (Delaney et al. 2005).

Spindulin¢ terapija (ST) yra grindZiama Zalingu JS poveikiu véZiniams dariniams,
kurie dazniausiai pasizymi didesniu jautrumu JS (Barcellos-Hoff et al. 2005, Lord and
Ashworth 2012). Rentgeno spinduliais aps$vitinus navikg sudarancias lasteles, vyksta
DNR molekuliy jonizacija, kurios metu susidaro jvairios DNR paZaidos, lemiancios
terapijos citotoksinj efektyvuma (Barcellos-Hoff et al. 2005). Taciau spindulinés
terapijos metu pazeidziama ne tik véziniy, bet ir navika supanciy sveiky audiniy Igsteliy
DNR. Siekiant apsaugoti sveiky audiniy lasteles nuo neigiamo JS poveikio, dazniausiai
yra taikoma frakcionuotos dozés JS terapija, kurios metu onkologinémis ligomis
sergantys pacientai kas 24 valandas penkias dienas per savait¢ yra Svitinami nedidelés
dozés (1,8-2 gréjy) JS frakcijomis, kurios vézinése lastelése sukelia pakankamai DNR
pazaidy, tadiau néra letalios pacioms jautriausioms organizmo lasteléms (Feofanova et
al. 2014). Tikimasi, kad sveiky audiniy funkcijos per 24 valandas spéja atsistatyti dél
Zymiai greitesnio ir efektyvesnio DNR pazaidy taisymo nevézinése lastelése. Tuo tarpu
veézines lastelés dél nevaldomo dalijimosi nespé¢ja iStaisyti susidariusiy DNR pazaidy,
kurios galiausiai aktyvina lgstelés Ziities kelius.

Deja, pastebéta, kad po periodisko frakcionuotos dozeés poveikio JS, veéziniy
lasteliy jautrumas tolesnei spinduliuotei sumaz¢ja ir ilgainiui vézinés lastelés jgyja
atsparumg JS poveikiui. Nustatyta, kad vézinés lastelés geba aktyvinti jvairius
molekulinius atsako j DNR pazaidas mechanizmus (Ogawa et al., 2006). D¢l to kinta
véziniy lasteliy ciklo eiga, slopinama replikacija bei dalijimasis, aktyvinami DNR
pazaidy taisymo mechanizmai ir slopinama programuota lgstelés Zitis. Visa tai didina
véziniy lasteliy atsparumg spindulinei terapijai. Akivaizdu, kad ST efektyvumas itin
priklauso nuo jvairiy molekuliniy procesy, kurie yra aktyvinami lgstelés atsako ]
jonizuojanciaja spinduliuote¢ metu. Tod¢l, siekiant padidinti prieSvézinés spindulinés
terapijos efektyvuma ir panaudoti turimas prieSvéziné€s terapijos priemones, bitina
charakterizuoti ir jvertinti molekulinius procesus, dalyvaujanc¢ius véziniy lasteliy atsako i
spinduling terapija metu.

Siekiant iSsiaiSkinti molekulinis procesus, vykstancius véziniy lgsteliy atsako j JS
metu ir lemian¢ius atsparuma prieSveézinei spindulinei terapijai, tyrimams laboratorijose
svarbu pasirinkti tokig modeling sistema, kuri geriausiai atspindéty naviko Igstelése in
Vivo vykstancius procesus. Tam tikslui dazniausiai naudojamos monosluoksnio dvimatés
(2D) lasteliy kulttiros. Taciau pastebéta, kad Sios modelinés sistemos turi trikumy — 2D
lasteliy kultiros nepasizymi audiniams biidingu kompleksiskumu ir neatkartoja procesy,
vykstanéiy naviko mikroaplinkoje (Nyga et al. 2011), todél tyrimams vis dazniau
pasirenkamos erdvinés (3D) modelinés sistemos, kuriose kultivuojamos Iastelés gali
pasizyméti daugeliu savybiy, biuidingy naviko lgsteléms in vivo. Kultivuojant lasteles
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tokiose modelinése sistemose, skirtingai nei 2D lgsteliy kultiirose, pastebimas Igsteliy
heterogeniSkumas, skirtingas augimo ir dalijimosi greitis, taip pat pakitusi lasteliy
morfologija ir geny raiska (Storch ir Cordes, 2012). Visi Sie skirtumai gali lemti ir
skirtingg véziniy lasteliy atsakg j terapinj poveikj. Tikétina, kad véziniy lgsteliy atsakas j
citotoksin] poveikj, jvertintas naudojant 3D lIasteliy kultliry modelj, geriau atspindés
naviko lasteliy atsakg in vivo.

Taigi, siekiant nustatyti potencialius molekulinius spindulinés terapijos
tobulinimo taikinius, $io darbo tikslas buvo jvertinti visuminés geny ir mikro RNR
raiSkos pokyc€ius veézinése lagstelése po poveikio vienkartings ir frakcionuotos dozés
jonizuojanc¢igja spinduliuote.

Darbo uZdaviniai:

1. Ivertinti LLC-1 Igsteliy gyvybingumo pokyCius po vienkartinés ir
frakcionuotos dozés JS poveikio, Iagsteles kultivuojant monosluoksnio
modelinéje sistemoje;

2. Ivertinti visuminés geny ir miRNA raiskos pokycius peliy Lewis plauciy
karcinomos LLC1 Iastelése, kultivuotose monosluoksn; formuojancioje
lasteliy kultiiroje, po vienkartinés ir frakcionuotos dozés JS poveikio;

3. Ivertinti visuminés geny ir miRNA raiskos pokycius peliy Lewis plauciy
karcinomos LLC1 lastelése, kultivuotose tarplasteliniu uzpildu praturtintoje
3D lasteliy kultiiroje, lyginant su lgstelémis, kultivuotomis 2D;

4. Jvertinti visuminés geny raiSkos pokyCius Zmogaus gaubtinés Zarnos
karcinomos DLDI1 ir HT29 lastelése, kultivuotose tarplasteliniu uZpildu
praturtintoje 3D lasteliy kultiiroje, lyginant su Igstelémis, kultivuotomis 2D;

5. Ivertinti Zzmogaus gaubtinés zarnos karcinomos DLD1 ir HT29 Iasteliy
gyvybingumo pokycius po vienkartinés ir frakcionuotos dozés JS poveikio,
lasteles kultivuojant monosluoksnio ar tarplasteliniu uzpildu praturtintoje 3D
lasteliy kultiiroje;

6. Ivertinti visuminés geny raiSkos pokyCius Zmogaus gaubtinés zarnos
karcinomos DLDI1 ir HT29 Ilastelése, kultivuotose tarplasteliniu uZpildu
praturtintoje 3D Iasteliy kulturoje, po poveikio vienkartinés ir frakcionuotos
dozés JS;

7. Nustatyti potencialius molekulinius taikinius veiksmingesnés spindulinés
terapijos kiirimui.

Mokslinis naujumas

Siame darbe lasteliy atsako j vienkartings arba frakcionuotos dozés
jonizuojanciosios spinduliuotés poveikio molekuliniy procesy iSaisSkinimui mes
panaudojome viso genomo transkriptomine analiz¢. Ankstesni panasSis efektyvesnés
spindulinés terapijos kiirimo siekiai atskleidé reikSmingus Igsteliy atsako 1 JS poveikj
skirtumus kai lgstelés buvo kultivuojamos in vitro ar naviky ksenograftuose
(Camphausen et al. 2005, Tsai et al. 2007). Bet tik Siame tyrime mes pirmg kartg
panaudojome singening pelés Lewis plauciy karcinomos LLC1 Igsteliy linijos modeling
sistemg. Nors tyrimo rezultatai patvirtino ankstesnius pasteb¢jimus, kad 1gsteliy atsakas
1 JS poveikj priklauso nuo poveikio tipo (vienkartinés ar frakcionuotos dozés poveikis),
tik Siame darbe buvo atlikta i§sami geny ir mikro RNR raiSkos poky¢iy analiz¢ lastelése
po skirtingo poveikio JS tipo. Taip pat misy tyrimas atskleidé, kad in vitro kultiiroje

8



auginty Iasteliy atsakas ] frakcionuotos dozés JS poveik] neatspindi singeniniy naviky
lasteliy atsako j tokij patj poveiki.

Kitas naujas miisy tyrimo rezultatas — panaudoj¢ visuming¢ transkriptoming
analize mes nustatéme, kad geny, dalyvaujanciy lasteliy adhezijos, MAPK ir su
imuniniu atsako keliuose, raiska priklauso nuo tarplastelinio uzpildo, nepriklausomai
nuo darbe naudoty Igsteliy prigimties (naudojant tiek pelés LLC1 tieck zmogaus DLD1
ar HT29 lasteles). Siame tyrime atliktas lasteliy kultiry ir singeniniy naviky
palyginimas atskleidé, kad geny ir miRNR raiska ne monosluoksnj formuojacioje, o
erdvingje lasteliy kultiiroje augintose LLC1 lgstelése atitinka raiska navikuose.

Be to, savo tyrime pirmg sykj pademonstravome, kad frakcionuotos dozés JS
poveikis nuo tarplgstelinio uzpildo priklausomu biidu Zmogaus gaubtinés Zarnos
karcinomos lgsteléese DLD1 ar HT29 atitinkamai aktyvina su lgsteliu iSgyvenimu
susijusiy lastelés dalijimosi ciklo kontrolés/DNR pazaidy taisymo arba imuninio atsako
genus.

Apibendrinant, Sie nauji duomenys ne tik atskleidé bendry nuo tarplgstelinio
uzpildo priklausomy reguliaciniy tinkly vézinése lastelése egzistavimag, bet ir nurodé
veiksmingesnés prieSveézinés spindulinés terapijos kiirimo kryptis.

Ginamieji teiginiai

1. Pelés Lewis plaudiy karcinomos LLC1 ir zmogaus gaubtinés zarnos karcinomos
DLDI ir HT29 lasteliy atsakas j JS priklauso nuo apsvitos tipo;

2. Lasteliy atsakas j poveiki frakcionuotos dozés JS monosluoksnj formuojaciose
LLCI1 Iastelése neatspindi singeninio naviko atsako in vivo;

3. Geny, dalyvaujanc¢iy MAP kinaziy, Iasteliy adhezijos ir imuninio atsako
signaliniuose keliuose, raiska tiek pelés (LLC1), tick zmogaus (DLD1 ir HT29)
lgstelése priklauso nuo tarplastelinio uzpildo;

4. Atsakas ] frakcionuotos dozés jonizuojanciosios spinduliuotés poveikj Zmogaus
gaubtinés zarnos karcinomos DLDI1 ir HT29 lastelése priklauso nuo tarplastelinio
uzpildo.



MEDZIAGOS IR METODAI

Medziagos. Darbe naudotos medziagos, pirktos i§ Carl ROTH, Biochrom, Sigma
ir ThermoFisher Scientific.

Lasteliy linijos ir peliu linija. LLC1 — pelés Lewis plauc¢iy karcinomos lgsteliy
linija (ATCC® Igsteliy banko numeris CRL-1642™), Lastelés kultivuojamos DMEM
terpeje su 10% FBS, prid¢jus 100 U/ml penicilino, 100 pg/ml streptomicino, 3,5 g/l
gliukozés, 2 mM L-alanil-L-glutamino, 3,7 g/l NaHCOs. DLD1 — zmogaus gaubtinés
zarnos karcinomos Duke C tipo Igsteliy linijja (ATCC® numeris CCCL-221™), Lastelés
kultivuojamos RPMI terpeje su 10% FBS, pridéjus 100 U/mL penicilino, 100 pg/mL
streptomicino, 3,5 g/L gliukozés, 2 mM L-alanil-L-glutamino, 3,7 g/L NaHCO3. HT29 —
Zmogaus gaubtinés Zarnos karcinomos Igsteliy linija (ATCC® numeris HTB-38™),
Lasteleés kultivuojamos DMEM terp¢je su 10% FBS, pridéjus 100 U/mL penicilino, 100
ug/mL,streptomicino, 3,5 g/L gliukozés, 2 mM L-alanil-L-glutamino, 3,7 g/L NaHCO:a.
C57BL/6 pelés (Biochemijos institutas, Lietuva) — tyrimams in vivo vyriSkos lyties
linijinés 10-12 savaiciy amziaus ir 19-22 g kiino masés pelés. Gyviinai buvo naudojami
pagal Lietuvos gyviiny globos draugijos rekomendacijas.

Lasteliy kultivavimo 2D ir 3D kultarose eksperimento planas. Monosluoksnj
formuojancioje 2D modelinéje sistemoje lastelés kultivuojamos 25 cm? flakonuose.
Lasteliy uzséjimo tankis: DLD1 ir HT29 — 3x10* Igst/cm?; LLC1 — 2,5x10* Igst./cm?. 3D
modelinéje sistemoje lgstelés kultivuojamos 1 mL 0,5 mg/mL tarplasteliniu uzpildu
(Geltrex) praturtintoje mitybinéje terpeje, 24 Sulin¢liy plokstelése, prie§ tai Sulinéliy
dugng padengus plonu 1% agarozés gelio sluoksniu (kad buty iSvengta kultivuojamy
Iasteliy adhezijos prie Sulin¢lio dugno). Lasteliy uzséjimo tankis: DLD1 ir HT29 — 5x10*
last/mL; LLC1 — 2,5x10* lIgst./mL. Praéjus 48 val. po uzséjimo, invertuotu bei
konfokaliniu mikroskopais jvertinami lasteliy morfologijos pokyciai bei i§gryninama
RNR.

Svitinimo JS eksperimento planas. Lastelés buvo §vitinamos vienkartinés dozés
iki 10 Gy JS arba frakcionuotos dozés 5x2 Gy JS (2 Gy frakcijos 5 kartus kas 24 val.)
naudojant Varian 6MV Clinac 600 C/D linijinj greitintuva. 2D atveju Igstelés uzsétos 25
cm? flakonuose (RNR gryninimui) arba 6 $ulinéliy plokstelése (klonogeninei analizei).
Transkriptominés analizés atveju lgsteliy uzséjimo tankis buvo: DLD1 ir HT29 — 3x10*
last/cm? ir 0,4x10% 1ast/cm? (VD ir FD, atitinkamai); LLC1 — 2,5x10%1ast./cm? ir 0,35x10*
last/cm? (VD ir FD, atitinkamai). 3D atveju lgstelés kultivuotos 24 Sulinéliy plokstelése
(RNR  gryninimui) arba 96 Sulineliy plokStelese (klonogeninei analizei).
Transkriptominés analizés atveju DLD1 ir HT29 lgsteliy uzséjimo tankis buvo 5 x10*
and 1 x10* 1gst./mL (VD ir FD, atitinkamai). RNR buvo iSgryninta praéjus 4 val. po JS
poveikio. Peliy navikai Svitinti laikantis tos pacios eksperimenty plano schemos.

Klonogeniné analizé. 2D kultiiros atveju Igsteliy suspensija uzséjama 6 sulinéliy
plokstelése (500-10000 lasteliy vienam Sulinéliui, priklausomai nuo $vitinimo dozés) 24
val. pries Svitinimg. Lastelés veikiamos vienkartinés arba frakcionuotos dozés JS.
Sumin¢ JS apSvita pasirenkama pagal eksperimento plang. Praéjus 8 dienoms po
Svitinimo pradzios, lgstelés fiksuojamos 1 mL 50% metanolio ir nudaZzomos 1 mL 0,5%
kristalinio violeto tirpalo. Susidariusios kolonijos (>50 Iasteliy vienoje kolonijoje)
suskai¢iuojamos ir jvertinamas gyvybingumas. 3D kultiiros atveju lgsteliy suspensija
kultivuojama 1 mL 0,5 mg/mL tarplasteliniu uzpildu praturtintoje mitybinéje terpéje, 96
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Sulinéliy plokstelése (500-1000 lgsteliy vienam Sulinéliui, priklausomai nuo $vitinimo
dozés), pries tai Sulinéliy dugnag padengus plonu 1% agarozés gelio sluoksniu, 24 val.
prie$ Svitinimg. Praéjus 8 dienoms po $vitinimo pradzios susidariusios kolonijos (>50
lasteliy vienoje kolonijoje) suskai¢iuojamos ir jvertinamas gyvybingumas.

Fluorescenciné mikroskopija. Lastelés du kartus praplaunamos PBS ir kambario
temperatiroje fiksuojamos 4% paraformaldehido (PFA) tirpale (ROTH) PBS‘e.
Fiksuotos Igstelés 3 kartus po 5 min. plaunamos PBS tirpalu, o tuomet
permeabilizuojamos 3 min. inkubuojant lIgsteles Saltame 0,1% Triton X-100 tirpale
PBS‘e. Lastelés 30 min. kambario temperatiiroje inkubuojamos su Alexa®633 Phaloidin
(ThermoFisher Scientific) dazais, iStirpintais PBS‘e su 1% BSA. Tada lastelés 3 kartus
praplaunamos PBS‘e ir 3 min. inkubuojamos 5 pg/ml Dapi (Sigma) tirpale PBS‘e.
Lasteles 3 kartus praplaunamos PBS‘s ir perkeliamos ant objektinio stikliuko. Ant
stilkiuky uZlasinama Roti®-MountFluorCare (ROTH) fluorescencinés mikroskopijos
terpés ir paruosti méginiai analizuojami fluorescenciniu konfokaliniu mikroskopu (Zeiss
7Duo Live) naudojant imersinj 40x/1,3 objektyva ir 405 nm bei 633 nm ilgio bangy
suzadinima.

RNR ir miRNR gryninimas. Geny raiSkos poky¢iy analizés atveju visuminé
RNR, naudojama visuminés geny rai§kos analizés metu, gryninama i$ ~1 x 108 Igsteliy,
naudojantis ,,GeneJET RNA Purification Kit“ (ThermoFisher Scientific) rinkiniu,
vadovaujantis gamintojo protokolu. Geny ir miRNR raiSkos analizés atveju visuminé
RNR, praturtinta trumpomis nekoduojan¢iomis RNR, naudojama visuminés miRNR
raiSkos analizés metu, gryninama i§ ~1 x 10° LLC1 lgsteliy arba i§ ~100 mg LLCI
naviko, naudojantis ,,mirVANA miRNA Isolation Kit“ (Thermo Scientific) rinkiniu,
vadovaujantis gamintojo protokolu. Abiem atvejais visuminés RNR kiekis ir grynumas
nustatomas spektrofotometriskai (Nanodrop 2000, Thermo Scientific), matuojant sugert]
ties 260 nm ir nustatant Aceozso I Azeorzo Santykius, o RNR kokybé jvertinama
kapiliarine elektroforeze. ISgryninta RNR laikoma -70°C temperataroje.

Visuminés RNR kokybés analizé Kkapiliarine elektroforeze. Kapiliariné
elektroforez¢ atlickama naudojant Agilent 2100 (Agilent Technologies) bioanalizatoriy
kartu su RNA 6000 Nano rinkiniu (Agilent Technologies), pagal gamintojo
rekomenduojamg protokolg. Rezultatai analizuojami Agilent 2100 Expert ver. B.02.08
(Agilent Technologies) programa.

Méginiy visuminés geny raiSkos tyrimams paruoSimas. Antiprasminés
informacinés RNR sintezei (aRNR) 1§ visuminés RNR naudojamas ,,Message AmpTM II
aRNA Amplification Kit“ (ThermoFisher Scientific) rinkinys bei vadovaujamasi
gamintojo rekomenduojamu protokolu. Gauta aRNR saugoma -70°C temperatiiroje.
Antiprasmin¢ informaciné RNR Zymima fluorescenciniais Zymenimis (Cy3 ar CysS,
priklausomai nuo méginio), ,,Arcturus® TURBO labeling™ Cy™3/Cy™5* (ThermoFisher
Scientific) rinkinio pagalba, vadovaujantis gamintojo rekomenduojamu protokolu.
Paruosiamas aRNR fragmentacijos misinys: 825 ng Cy3 zymétos aRNR (kontrolinio
meginio aRNR) ir 825 ng Cy5 Zymeétos aRNR (tiriamojo méginio aRNR) sumaiSoma su
6 pul 10X blokavimo reagento ir 1,2 pl 25X fragmentacijos buferio. Iki galutinio 30 pl
reakcijos miSinio tdrio pripilama H20 be nukleaziy. aRNR fragmentacija vykdoma
tiksliai 30 min. 60°C temperatiiroje. Fragmentacijos reakcija sustabdoma ] reakcijos
misinj pridéjus 30 pl 2X GEx hibridizacijos buferio HI-RPM (Agilent Technologies).
Reakcijos miSinys sumaiSomas ir centrifuguojamas 1 min. 13000 g jéga. aRNR
hibridizacijos miSinys laikomas leduose. Hibridizacija atliekama automatizuotoje HS
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400™ Pro (Tecan) hibridizavimo stotyje, naudojant Agilent Zmogaus arba pelés Viso
genomo oligonukleotidines 4x44k mikrogardeles (Agilent Technologies). Hibridizacijos
programa:

e Mikrogardelés plaunamos 1 min 65°C Agilent prehibridizacijos buferiu.

e | atitinkamas hibridizacijos kameras uzneSama 55 pl hibridizacijai paruostos

aRNR.

e Hibridizacija vykdoma 17 val. 65°C, létai judinant hibridizacijos kameras.

e Mikrogardelés plaunamos GE 1 tirpalu po 1,5 min kambario temperatiiroje.

e Mikrogardelés plaunamos GE 2 tirpalu po 1,5 min 37°C.

e Mikrogardelés dziovinamos N2 atmosferoje, 2 min 30°C.
Mikrogardelés nedelsiant skenuojamos LS Reloaded™ mikrogardeliy skeneriu (Tecan)
arba iki skenavimo saugomos kambario temperatiiroje (tamsoje)

Méginiy visuminés miRNR raiSkos tyrimams paruoSimas. miRNR Zym¢jimui
fluorescensine Cy3 Zyme i§ visuminés RNR, praturtintos trumpomis nekoduojanciomis
RNR, naudojamas ,,miRNA Complete Labeling and Hyb Kit“ (Agilent technologies)
rinkinys bei vadovaujamasi gamintojo rekomenduojamu protokolu. Paruosiamas
hibridizacijos miSinys: visiSkai i8dziovinti Cy3 pazyméti miRNR méginiai
suspenduojami 18 pl H20 be nukleaziy, sumaiSomi su 4,5 pl 10x GE blokavimo agento
ir 22,5 pl 2x Hi-RPM hibridizacijos buferio. Tada hibridizacijos miSinys inkubuojamas 5
min 100°C temperatiiroje, 5 min atvésinamas ledy vonel¢je ir ncentrifuguojamas 1 min.
12000 g jéga. Hibridizacija atliekama hibridizacijos krosneléje (Agilent Technologies),
naudojant Agilent pelés MIRNR oligonukleotidines 8x15k mikrogardeles (Agilent
Technologies). Hibridizacijos programa:

e Surenkamos hibridizacijos kameros.
e | atitinkamas hibridizacijos kameras uzneSama 45 pl hibridizacijai paruosto
hibridizacijos miSinio.
e Hibridizacija vykdoma 20 val. 55°C, létai judinant (20 apsisukimy per min.)
kameras hibridizacijos krosneléje.
e Mikrogardelés plaunamos GE 1 tirpalu 5 min kambario temperatiiroje.
e Mikrogardelés plaunamos GE 2 tirpalu 5 min 37°C.
Mikrogardelés nedelsiant skenuojamos Agilent SureScan mikrogardeliy skeneriu
(Agilent Technologies) arba iki skenavimo saugomos kambario temperatiiroje (tamsoje).

Mikrogardeliy skenavimas, gauty duomenuy apdorojimas ir analizé.
Visumines geny raiskos mikrogardelés skenuojamos LS Reloaded™ (Tecan) skeneriu 6
um raiSka, valdomu Array-Pro Analyzer ver. 4.5.1.73 (MediaCybernetics) programa.
Kiekybiniam geny raiskos poky¢iy jvertinimui naudojama ImaGene™ ver. 9.0
(BioDiscovery) ir GeneSpring GX ver. 11.0 (Agilent Technologies) programos.

Visuminés miRNR raiSkos mikrogardelés skenuojamos Agilent SureScan
mikrogardeliy skeneriu (Agilent Technologies) 6 um raiska. Kiekybiniam geny raiSkos
jvertinimui naudojama Extraction Feature v10.7.3.1 software (Agilent Technologies) ir
GeneSpring GX ver. 11.0 (Agilent Technologies) programos.

Méginiy geny ir miRNR raiSkos tyrimams paruoSimas. kKDNR pirma grandine
sintetinama naudojantis ,,RevertAid First Strand c¢cDNA Synthesis Kit* (Thermo
Scientific) rinkiniu pagal gamintojo protokola. Geny raiskos poky¢iy analizés atveju: j
megintuvel] jpilama 1 pg i8grynintos RNR, 1 pl atsitiktiniy heksameriniy pradmeny
tirpalo ir iki 12 pl pripilama H20 be nukleaziy. Tada j kickvieng mégintuvélj pilama 8 ul
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reakcijos miSinio, kuris sudarytas i§: 4 pl 5X reakcijos buferio, 1 UM dNTP misinio, 20
U ribonukleaziy slopiklio tirpalo bei 20 U “RevertAid RT” atvirkstinés transkriptazés.
Reakcija vykdoma “Labcycler” termocikleryje (SensoQuest GmbH) pagal programa: 5
min 25°C; 60 min 42°C; 10 min 70°C. Susintetinta KDNR laikoma -70°C. miRNR raiskos
poky¢€iy analizés atveju: 1 mégintuvelj jpilama 200 ng iSgrynintos RNR, 1 UM specifiniy
pradmeny tirpalo ir iki 12 pl pripilama H20 be nukleaziy. Tada j kiekvieng mégintuvelj
pilama 8 pl reakcijos misinio, kuris sudarytas i$: 4 pl 5X reakcijos buferio, 1 UM dNTP
misinio, 20 U ribonukleaziy slopiklio tirpalo bei 20 U “RevertAid RT” atvirkstinés
transkriptazes. Reakcija vykdoma “Labcycler” termocikleryje (SensoQuest GmbH) pagal
programa: 20 min 25°C; 60 min. 37°C; 10 min. 70°C. Susintetinta kDNR laikoma -70°C.

Geny ir miRNR raiskos pokyc¢iy jvertinimas realaus laiko kiekybinés PGR
metodu. Kiekybiné PGR atlikta naudojantis ,,KAPA SYBR FAST qPCR Kit“ rinkiniu
(KAPA Biosystems) pagal gamintojo rekomenduojama protokola. Geny raiskos pokyciy
analizés atveju bendras vienos reakcijos tiris — 10 pl: 5 pL 2x KAPA SYBR FAST
gPCR reakcijos mi$inio, 1 pL 5 Kkartus skiestos KDNR, 0,2 ul 10 uM tiesioginio ir
atvirksStinio pradmeny misinio ir 3,8 ul vandens be nukleaziy. Reakcijos vykdomos 96
Sulinéliy plokstelése (Bio-Rad) naudojant ,,Mastercycler® ep realplex4 “ termociklerj
(Eppendorf) pagal programa:

e Polimerazés aktyvacija — 95°C temp. 3 min. (1 ciklas);

e Denatiiracija — 95°C temp. 3 s ir prilydymas ir ilginimas — 60°C temp. 30 s

(40 cikly).

miRNR raiskos poky¢iy analizés atveju bendras vienos reakcijos tiiris — 10 ul: 5
uL 2x KAPA SYBR FAST PCR reakcijos misinio, 1 pL 2 kartus skiestos KDNR, 0,2 ul
10 pM tiesioginio ir atvirkStinio pradmeny miSinio ir 3,8 pl vandens be nukleaziy.
Reakcijos vykdomos 96 sulinéliy plokstelése (Bio-Rad) naudojant ,,Mastercycler® ep
realplex4 “ termociklerj (Eppendorf) pagal programa:

e Polimerazés aktyvacija — 95°C temp. 3 min (1 ciklas);

e Preamplifikacija: denattiracija — 95°C temp. 15 s, prilydymas 1 min at 55 °C ir

ilginimas 30 s 60 °C temp. (3 ciklai)

e Denatuiracija — 95°C temp. 10 s ir prilydymas ir ilginimas — 60°C temp. 30 s

(32 ciklai).

KDNR amplifikacija matuojama pagal SYBR Green fluorescencijos lygj,
registruojamos kiekvieno méginio ribinio ciklo Ct vertés. Santykiniai geny raiskos
poky¢iai apskai¢iuojami AACt metodu (Livak and Schmittgen 2001). Geny ir miRNR
raiSkos duomeny normalizavimui naudoti Hprtl arba Gapdh (geny raiSkos analizés
atveju) arba SNnoRNA-135 (miRNR raiskos analizés atveju) raiskos lygiai.

Bioinformatiné analizé. Funkciné praturtinimo signaliniais keliais analiz¢ atlikta
naudojantis ~ WebGestalt  (WEB-based @ GEne  SeT  AnaLysis  Toolkit;
www.webgestalt.org) jrankio ir KEGG duomeny bazés pagalba (Wang et al. 2013).
miRNR  taikiniy  praturtinimo  analizé atlikta naudojantis Diana  Tools
(www.Diana.imis.athena-innovation.gr) jrankio pagalba (Vlachos et al. 2012,
Paraskevopoulou et al. 2013).

Statistiné analizé. Visi eksperimentai pakartoti maziausiai 3 kartus. Statistiniam
rezultaty apdorojimui naudotos kompiuteriné ,,GraphPad Prism v.6“ programa.
Statisniam gauty rezultaty skirtumui jvertinti naudotas Stjudento kriterijus.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

1. Geny ir miRNR raiskos pokyc¢iai LLC1 lgstelése po poveikio JS

Siame darbo etape buvo jvertinti: LLC1 lasteliy gyvybingumas po poveikio JS,
visuminiai geny ir miRNR raiskos pokyc¢iai LLC1 Igstelése praéjus 4 val. po poveikio
vienkartinés dozés 2 Gy arba 10 Gy bei frakcionuotos dozés 5x2 Gy JS, lyginant su
neSvitintomis lgstelémis. Siekiant iSsiaiSkinti, kokiuose biologiniuose procesuose gali
dalyvauti genai, kuriy raiSka kito LCC Iagstelése po Svitinimo vienkartinés ar
frakcionuotos dozés JS, buvo atlikta KEGG signaliniy keliy praturtinimo analizé. Taip
pat palyginome pasirinkty geny ir miRNR raiSkos poky¢ius LLC1 Igstelése ir LLC1
navikuose po poveikio vienkartinés 10 Gy arba frakcionuotos 5x2 Gy doziy JS.

LLC1 lasteliy gyvybingumo poky¢iai po poveikio JS. Klonogeninés
iSgyvenamumo analizés rezultatai parodé¢, kad LLCI Igstelés yra jautresnés vienkartinés
dozés poveikiui nei Svitinant frakcionuotos dozés JS. Po poveikio vienkartinés dozés 2
Gy arba 10 Gy JS, Igsteliy, formavusiy kolonijas, dalis buvo atitinkamai 0,622 + 0,041
bei 0,0011 £ 0,00051, o po poveikio frakcionuotos dozes 5x2 Gy JS LLCI1 Iasteliy
santykinis gyvybingumas sumaz¢jo iki 0,1981 £ 0,0465.

Visuminés geny raiSkos pokyciai LLC1 lastelése po poveikio JS. Visumings
geny raiSkos analizé parode, kad poveikis JS LLC1 lastelése sukeleé 2294 geny raiSkos
pokycius, praéjus 4 val. po Svitinimo, lyginant su neSvitintomis lastelémis (raiSkos
poky¢io lygis kartais > 1,5; p < 0,05) (1 pav.). Mikrogardeliy analiz¢ taip pat parode,
kad geny raiSkos pokyciai LCCI1 lastelése priklauso nuo Svitinimo JS tipo. Vienkartinés
2 Gy dozés poveikis LLCI lgstelése sukele 422 geny raiSkos pokycius, o tuo tarpu po
poveikio vienkartinés 10 Gy ir frakcionuotos 5x2 Gy doziy atitinkamai reik§mingai
pakito 1258 ir 1465 geny raiSka. Venn‘o diagramy analiz¢ atskleide, kad 145 geny raiSka
buvo vienodai pakitusi LCC1 lastelése, po visy poveikio JS rezimy.

KEGG signaliniy keliy praturtinimo analizé. KEGG analiz¢ parodé (1 lentelé),
kad poveikis JS LLC1 Iastelese sukelia geny, dalyvaujanciy lastelés ciklo ir p53
signaliniuose keliuose, reikSmingus raiSkos pokycius. Nustatyta, kad po poveikio
vienkartinés 10 Gy ir frakcionuotos 5x2 Gy doziy JS LLCI1 lgstelése Zenkliai kinta raiSka
geny, dalyvaujanciy apoptozés ir DNR replikacijos, DNR pazaidy ir imuninio atsako

Visi genai, kuriy raiska kito Genai, kuriy raika padidéjo Genai, kuriy raiska sumazéjo
10 Gy 10 Gy 10 Gy
2 Gy 5x2 Gy 2Gy 5x2 Gy 2Gy 5x2 Gy

1 pav. Venn’o diagramos. Venn’o diagramos parodo kiekj geny ir miRNR (pokytis kartais > 1,5 ir p <
0,05), kuriy raiska reik§mingai pakito LLC1 lastelése po poveikio vienkartinés (2 ir 10 Gy) ir frakcionuotos dozés
(5x2 Gy) JS.
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1 Lentelé. KEGG funkcinés praturtinimo signaliniais keliais analizés rezultatai

Kategorija 2 Gy 10 Gy 5x2 Gy
Genai  p reik§mé Genai  p reik§me Genai  p reikSmé

ou veziususijg signaliniai g5 0,0005 38 176E-16 53 3.50E-27

eliai

Lastelés ciklas 5 0.0069 25 2.88E-16 28 3.48E-18

P53 signalinis kelias 10 2.37E-09 15 2.07E-10 24 2.46E-20

MAPK signalinis kelias 0 NS 20 2.73E-06 29 8.91E-11

Citokino-citokino 7 0.0066 19 2.84E-06 26 135E-09

receptoriy sgveika

DNR replikacija 0 NS 8 2.09E-06 10 3.89E-08

TGF-beta signalinis kelias 3 NS 14 1.92E-08 14 6.72E-08

Apoptozé 6 0.0007 16 3.41E-10 17 1.40E-10

VEGF signalinis kelias 0 NS 9 7.35E-05 12 8.71E-07

Hepatito C kelias 0 NS 16 1.63E-07 19 4.13E-09

Nekomplementariy 0 NS 7 1.10E-06 8 1.20E-07

nukleotidy reparacija

Nukleotidy cksciziné 0 NS 7 7.45E-05 12 172609

reparacija

Wht signalinis kelias 0 NS 9 0.0076 15 1.24E-05

Chemokiny signalinis 0 NS 15 2.07E-05 16 2.50E-05

kelias ' '

B lasteliy receptoriy 5 0.0022 11 1.96E-06 10 3.51E-05

signalinis kelias

Baziy eksciziné reparacija 2 NS 8 3.42E-06 7 7.77E-05

Jak-STAT signalinis kelias 6 0.0035 14 1.13E-05 14 4.64E-05

Insulino signalinis kelias 4 NS 17 2.63E-08 17 1.20E-07

I RIG-I panasiy receptoriy

signalinis kelias 0 NS 2 NS 6 0.01

I Toll panasiy receptoriy 0 NS 7 0.008 9 0.0013

signalinis kelias ' '

Homologiné rekombinacija 0 NS 5 0.0006 5 0.0009

KEGG kategorijos, | kurias jéjo ne maziau 5 genai buvo laikomos reikSmingai praturtintos, kuriy p<0.05. NS,
nereik§mingas jvertis.
keliuose. Praturtinimo analizés rezultatai taip pat atskleide, kad po poveikio vienkartinés
10 Gy ir frakcionuotos 5x2 Gy doziy JS LLCI1 lastelése reikSmingai kito geny, susijusiy
su MAPK, TGF-B, VEGF, WNT ir insulino signaliniais keliais, raiska.

Klasteriné analizé. Geny, dalyvaujanciy p53, lastelés ciklo, apoptozeés ir
imuninio atsako keliuose, poky¢iai LLC1 lastelése po poveikio vienkartinés 10 Gy ir
frakcionuotos 5x2 Gy dozés JS vizualizuoti klasterine analize (2 pav.).

Klasterinés analizés rezultatai atskleidé, kad i§ viso 27 geny, susijusiy su p53
signaliniu keliu, raiSka reikSmingai pakito Svitinant lgsteles vienkartine ir frakcionuota
JS (2 pav. A). Nustatyta, kad poveikis JS taip pat Iémé ir 34 geny, susijusiy su Igstelés
ciklo reguliavimu, reikSmingus raiSkos pokycius lgstelese (2 pav. B). Klasterines
analizés duomenys taip pat atskleide¢, kad 1§ viso 19 geny, susijusiy su apoptoze, raiSka
pakito paveikus LLC1 lasteles vienkartinés ir frakcionuotos dozés JS (2 pav. C). LLC1
lastelése po poveikio JS taip pat pakito 77 geny, dalyvaujanciy imuniniame atsake,
raiska (2 pav. D).

Visuminés miRNR raiSkos pokyciy analizé. miRNR mikrogardeliy rezultatai
atskleidé, kad po poveikio JS LLCI1 lastelése 18 unikaliy miRNR raiSka reikSmingai
pakito (raiSkos pokycio lygis kartais > 2; p < 0,05). IS jy dviejy miRNR (miR-34c¢-5p ir
miR-145a-3p) raiska reikSmingai pakito LLC1 lgstelése po poveikio skirtingo pobtidzio
JS, tuo tarpu miR-34c-3p ir miR-3b-3p raiska padidéjo LLC1 Iastelése tiek po apSvitos
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2 pav. Klasterinés analizés rezultatai. Paveikslélyje vizualizuoti geny raiskos pokyciy profiliai LLCI
lastelése po poveikio vienkartinés (2 ir 10 Gy) ir frakcionuotos (5x2 Gy) dozés JS: (A) p53 signalinio kelio; (B)
lastelés ciklo reguliavimo; (C) apoptozés ir (D) imuninio atsako.
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2 lentelé. MiRNR geny-taikiniy analizés rezultatai.

Kategorija 10 Gy 5x2 Gy
miRNR Genas-taikinys miRNA Genas-taikinys
. E2f3|; E2f5; . Ccne2|; Stagl]; Orc4|;
mmu-miR-34c-5p1 Cone2| mmu-miR-30c-5p1 Skp2|
Lastelés mmu-miR-34c-5pt Ccne2 |; E2f3|
ciklas mmu-miR-129-5p1 Stagl|; Orc4|
mmu-miR-145a-5p1 Orcd|
mmu-miR-186-5p1 Cdc27|; Stagl |
mmu-miR-34c-5pt Ccne2| mmu-miR-30c-5pt Ccne2]
. mmu-miR-34c-5 Ccne2
P53 kelias mmu-miR-129-5m Ptenll
mmu-miR-145a-3p| Pmaipl7; Sesn21
Apoptozé mmu-miR-30c-5p1 Ppp3ch|
mmu-miR-34b-3p1 Spredl] mmu-miR-30c-5pt Lepr|; Kras|; Ppp3cb|
mmu-miR-34c-3pt Spredl] mmu-miR-34c-3pt Gng5]
mmu-miR-34c-5pt Pdk1| mmu-miR-34c-5pt Pdk1|
mmu-miR-136-5p| Eda2rt mmu-miR-129-5p1 l16ra); Rockl]
Imuninis mmu-miR-145a-3p | Cr21; Inpp5dt mmu-miR-186-5p1 Vegfa|; Pias2|
atsakas Eda2rt; Egfr?;

mmu-miR-466a-5p |
mmu-miR-710]

Inhbb?
Statlt; Pik3r31

mmu-miR-192-5p1
mmu-miR-105]
mmu-miR-145a-3p|

Crk|; Pias2|

Tgfbr21; Statlr
Tgfbr21; Cr21;
Inpp5d1; Ticam1?

vienkartinés dozés 10 Gy, tiek po poveikio frakcionuotos dozés 5x2 Gy JS. Gauti
rezultatai taip pat parod¢, kad LLCI lasteléese po frakcionuotos dozés poveikio JS
nustatytas didziausias kiekis miRNR: miR-186-5p, miR-145a-5p, miR-129-5p, miR-192-
5p, miR-129-2-3p, miR-30c-5p raiska reikSmingai padidéjo, o miR-105 — sumazéjo

miRNR taikiniy analizé. Siekiant nustatyti miRNR, kuriy raiSka reik§Smingai
pakito po poveikio JS, funkcijas, naudojant in silico miRNR geny-taikiniy analiz¢ buvo
nustatyti 6343 unikallis genai-taikiniai, kuriy raiSka gali buti potencialiai reguliuojama
Siy miRNR. Tuomet buvo jvertinta korealiacija tarp visy geny, susijusiy su lgstelés ciklo
reguliavimu, p53 signalinio kelio, apoptozés ir imuninio atsako kategorijomis, ir
miRNR, kuriy raiSka pakito LLC1 lastelése po poveikio vienkartine 10 Gy arba
frakcionuota 5x2 Gy JS siekiant nustatyti potencialias mMiIRNR-mRNR sgveikas
minétuose procesuose (2 lentelé).

Gauti rezultatai parodé, kad prieSingos geny ir miRNR raiskos korealiacija buvo
nustatyta tarp 8 miRNR ir 10 geny, kuriy raiSka pakito lgstelés ciklo, p53 signalinio kelio
ir apoptozés kategorijose. miRNR geny-taikiniy analizé taip pat atskleide, kad 20 geny,
kuriy raiSka pakito imuninio atsako kategorijoje, atvirksciai korealiavo su 12 miRNR
raiska.

Mikrogardeliy rezultaty patvirtinimas. Siekiant jvertinti geny ir miRNR
raiSkos pokyc€iy rezultatus, gautus mikrogardeliy pagalba, toliau kiekybinés PGR
analizés metodu buvo jvertinta pasirinkty 4 geny ir miRNR raiSka. Geny raiskos pokyciy
rezultatai parodé, kad pasirinkty geny, dalyvaujanéiy p53 signaliniame kelyje, jskaitant
Btg2, Cengl, P21, raiska reik§mingai padidéjo LLCI lastelése po poveikio JS, lyginant
SU neSvitintomis lgstelémis. Taip pat buvo nustatyta, kad Thbs2 raiska reikSmingai
padidéjo Iastelése po poveikio frakcionuotos dozes 5x2 Gy JS. TL — PGR analizés
rezultatai parodé, kad miR-34b-3p ir miR-34c-5p raiska reikSmingai padidéjo LLC1
lastelése po poveikio tiek vienkartinés 10 Gy tiek frakcionuotos 5x2 Gy dozés JS. Gauti
TL — PGR analizés rezultatai patvirtino geny ir miRNR raiskos pokyciy rezultatus,
gautus mikrogardeliy pagalba.
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3 pav. Mikrogardeliy rezultaty patvirtinimas TL — PGR metodu. TL — PGR rezultaty analizé pagrista
2°AACt metodu ir normalizuota Gpdh ir snoRNA-135 ,,namy ruo$os genais* atitinkamai geny ir miRNR raiskos
tyrimui. Grafikai rodo geny raiskos poky¢ius kartais. A — geny (Btg2, Ccngl, P21 ir Thbs2) ir B — miRNR (miR-
34b-3p, miR-34c-5p, mMiR186-5p ir miR-145a-5p) LLC1 lastelése in vitro ir LLC navikuose po poveikio
vienkartinés 10 Gy ir frakcionuotos 5x2 Gy dozés JS. Briks$niai £ SN (n = 3; t — testas; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p
<0,001; ****p < 0,0001).

Taip pat buvo jvertinti pasirinkty geny ir miRNR raiSkos pokyciai LLCI1
navikuose in vivo lastelése po poveikio vienkartinés 10 Gy ir frakcionuotos 5x2 Gy
dozés JS (3 pav.). Kiekybinés PGR analizés rezultatai atskleidé, kad Btg2, Cengl ir P21
geny raiska padidéjo LLC1 navikuose po poveikio vienkartinés 10 Gy dozés JS. Taciau,
nors Thbs2 raiska padidéjo in vivo po vienkartinés 10 Gy dozés JS poveikio, reik§mingas
Thbs2 raiskos pokytis LLC1 Iastelése in vitro buvo nustatytas tik po poveikio
frakcionuotos 5x2 Gy dozés JS. TL — PGR analizés rezultatai taip pat parodé, kad
poveikis frakcionuotos 5x2 Gy dozés JS nesukélé reikSmingy pasirinkty geny ir miRNR
raiskos poky¢iy LLC1 navikuose in vivo (3 pav.).

Apibendrinant, miisy gauti rezultatai parode¢, kad geny ir miRNR raiska LLCI
lastelése po poveikio jonizuojancigja spinduliuote priklauso nuo poveikio JS tipo. Geny
praturtinimo analizé parodé¢, kad dauguma geny, kuriy raiSka kito po poveikio
frakcionuotos dozés JS, priklauso P53, lastelés ciklo, apoptozés, imuninio atsako
funkcinéms kategorijoms. Be to, miRNR taikiniy analizé parodé reikSminga raiSkos
koreliacijg tarp geny ir miRNR, kuriy raiSka keitési po poveikio JS. Nepaisant to, jog
frakcionuotos dozes JS indukuojamas LLC1 naviky atsakas gali priklausyti nuo naviko
mikroaplikos, gauti rezultatai parodé, jog pagrindiniai signaliniai keliai, indukuojami
peliy vézinése lastelése atsako j JS metu, priklauso nuo poveikio JS. Sio darbo metu
gauti rezultatai gali buti pritatkomi tolesniy tyrimy metu, aiSkinantis atsparumo
radioterapijai vystymosi priezastis naudojant gyviiny modelius.
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2. Transkriptominiai pelés ir Zmogaus véZiniy lgsteliy profiliai, 1asteles
auginant tarplasteliniu uzpildu praturtintoje mikroaplinkoje

Norédami jvertinti, kokia yra tarplgstelinio uzpildo jtaka lastelése vykstantiems
biologiniams procesams, Siame darbo etape lyginome visuminius geny ir miRNR raiskos
pokyéius LLCI1 lastelése, 48 val. kultivuotose tarplasteliniu uzpildu praturtintoje 3D
lasteliy kultiiroje, su geny ir miRNR raiskos lygiais LLC1 Iastelése, augintose
monosluoksnj (2D) formuojancioje 1asteliy kultiiroje. Taip pat nustatéme geny raiSkos
poky¢ius zmogaus gaubtinés zarnos karcinomos DLDI ir HT29 Igstelése, kultivuotose
minétomis salygomis.

Morfologijos poky¢iai véZines lasteles auginant 3D kultiiroje. Zmogaus
gaubtinés Zzarnos karcinomos lagsteles DLDI1 ir HT29 ir pelés Lewis‘o plauciy
karcinomos lgstelés buvo kultivuojamos tarplastelinio uzpildo baltymais praturtintoje
mikroaplinkoje ir jvertinti morfologiniai 1gsteliy poky¢iai (4 pav. A). Pra¢jus 48 val. nuo
uzséjimo, vézinés lastelés jgijo charakteringg morfologija 3D kultiiroje. Be to, siekiant
geriau jvertinti lgsteliy morfologinius pokycius buvo atlikta konfokaliné mikroskopija
lasteliy aktino citoskeleta pazymint faloidinu (4 pav. B). Lasteliy nuotraukos parodé, kad
3D modelin¢je sistemoje kultivuotos véZinés lasteles patyré citoskeleto persitvakymg ir
neteko aktino streso gijy.

HT29

4 pav. 2D (virSutiné eiluté) bei Ir-ECM 3D (apatiné eiluté) modelinése sistemose kultivuoty DLD1 ir
HT29 lasteliy morfologija praéjus 48 val. nuo uZs¢jimo. Morfologiniai DLD1 ir HT29 lasteliy poky¢iai 2D ir Ir-
ECM 3D kultiirose jvertinti invertuotu optiniu bei fluorescenciniu konfokaliniu (nuotrauky mastelis 50 pum)
mikroskopais. F-aktinas dazytas su AlexaFluor 633 Zzymétu faloidinu (raudona), branduoliai dazyti DAPI dazu
(mélyna).
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Genu ir miRNR raiSkos pokyciai LLC1 Ilgstelése, augintose tarplgsteliniu
uzpildu praturtintoje 3D kultiiroje. Gauti geny raiSkos pokyciy analizés rezultatai
parodé, kad LLC-1 lastelése, 48 val. kultivuotose Ir-ECM 3D lasteliy kultiiroje,
reikSmingai pakito 1884 geny raiska (raiskos pokycio lygis >1,5 karto, p <0,05), 1§ kuriy
832 geny raiska padidéjo, o 1052 — sumazéjo, lyginant su lgstelémis, kultivuotomis 2D
(3 Lentelé). Gauti miRNR raiskos poky¢iy rezultatai atskleidé, kad lastelése, 48 val.
kultivuotose Ir-ECM 3D kultiiroje, reikSmingai pakito 77 miRNR raiska (> 2 raiskos
pokytis kartais, p < 0.05), i$ kuriy 41 miRNR raiska padidéjo ir 36 — sumazéjo, lyginant
su lastelémis, kultivuotomis 2D. Taip pat nustatéme, kad 16 miRNR, kuriy raiSka
padidéjo Iastelése, kultivuotose Ir-ECM 3D, priklauso 3 miRNR klasteriais,
lokalizuotiems 2 (miR-466 miR-466~467~669 klasteris), 9 (miR-34 Kklasteris) ir 12
(miR-376 Kklasteris) chromosomose, kai tuo tarpu 10 miRNR, priklausanc¢iy 3 miRNR
klasteriams, lokalizuotiems 2, 12 ir X chromosomose, raiska sumazéjo. Apie 30%
miRNR, kuriy raiSka mazéjo, yra lokalizuotos X chromosomoje.

3 lentelé. Kiekybiniai geny ir miRNR raiSkos pokyc¢iai LLC1 lgstelése, augintose tarplasteliniu
uzpildu praturtintoje 3D kultiiroje

Visi, kuriy raiska Visi, kuriy raiska Visi, kuriy raiska
kito padidéjo sumazéjo
Genai 1884 832 1052
MiRNAS 77 41 36

Geny ir miRNA raiskos pokycio lygis kartais > 1.5 ir 2, atitinkamai, p<0.05.

KEGG signaliniy keliy praturtinimo analizé. Tolimesniuose gauty duomeny
analizés etapuose siekéme iSsiaiSkinti, kuriems signaliniams keliams priklausanciy geny
raiSka keitési LLC-1 lastelése, kultivuotose 3D salygomis. KEGG analizé¢ nustaté 73
funkcines geny grupes, statistiSkai reikSmingai praturtintas bent 5 genais, kuriy raiska
statistiskai reikSmingai keitési lgstelése, kultivuotose Ir-ECM 3D salygomis, lyginant su
2D. Tolesné gauty duomeny analizé atskleidé bei apjunge j 3 didesnes funkcines grupes
— MAP kinaziy; lastelés adhezijos ir imuninio atsako — susijusias su naviko vystymusi ir
progresavimu (4 lentelé ). Nustatéme, kad statistiSkai reikSmingai pakito 25 geny,
priklausanciy MAPK kinaziy signaliniam keliui, raiska (p = 6,23e-08) LLC1 Iastelése,
kultivuotose Ir-ECM 3D. Taip pat keitési 48 lgsteliy adhezijos grupei priskirty geny
raiSka. StatistiSkai reikSmingai keitési aktino citoskeleto reguliacijoje (p = 1.35¢-06) ir
glaudziyjy jungciy sudaryme (p = 3.33e-05) dalyvaujanciy geny raiska. Be to, nustatéme
36 geny, dalyvaujanéiy imuniniame atsake, raiskos pokycius. Siai grupei priskiriami
genai, susij¢ su citokiny — citokiny receptoriy, chemokiny, T ir B lgsteliy receptoriy
sinteze bei Jak — STAT signaliniu keliu (3 Lenteleé).

miRNR taikiniy analizé. Norint jvertinti, kokie biologiniai procesai gali biti
reguliuvojami miRNR, kuriy raiSka keitési LLC1 Iastelése, kultivuotose Ir-ECM 3D
lasteliy kultiroje, atlikome miRNR taikiniy analiz¢ in silico. Identifikavome 8630
unikalius genus-taikinius, kuriuos potencialiai reguliuoja Sios miRNR. Atlikta duomeny
funkciné praturtinimo analizé atskleidé, kad nustatyti miRNR genai-taikiniai priklauso
69 skirtingoms funkcinéms grupéms. Be to, praturtinimo analizé parode, kad MAPK
signalinio kelio, lasteliy adhezijos ir imuninio atsako funkcinés grupés buvo vienos
reikSmingiausiai praturtinty genais-taikiniais grupiy.
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4 lentelé. KEGG funkcinés praturtinimo signaliniais keliais analizés rezultatai

Visi genai, kuriy Genai, kuriy Genai, kuriy raiska
B raiska Kkito raiSka padidéjo sumazéjo
Kategorija
. p . p reik§mé ] p reik§mé
Genai Genai Genai
reikSmé
MAP Kinazés
MAPK signalinis kelias 25 6.23e-08 11 0.0010 14 0.0002
Lasteliy adhezija
Aktino citoskeleto 20 1356-06 6 0.0404 14 3.766-05
reguliacija
Sutelktiniy salyciy 17 3.33¢-05 7 0.0148 10 0.0018
lasteliy jungtys
Lasteliy adhezijos
molekulés (CAM) 10 0.0062 5 0.0368 5 NS
Salycio jungtys 7 0.0103 2 NS 5 0.0174
Glaudziosios jungtys 9 0.0103 5 NS 4 NS
Tarplastelinio uzpildoir g 0.0237 4 0.0257 2 NS
receptoriy sgveika
Imuninis atsakas
Citokiny-citokiny 18 0.0001 6 NS 12 0.0011
receptoriy sgveika
T lasteliy receptoriy 11 0.0003 3 NS 8 0.0011
signalinis kelias
VEGF signalinis kelias 9 0.0004 5 0.0062 4 NS
DNR-atpazinimo kelias 7 0.0013 4 0.0111 3 NS
B lasteliy receptoriy 7 0.0058 3 NS 4 NS
signalinis kelias
I RIG-I panasiy
receptoriy signalinis 6 0.0121 5 0.0045 1 NS
kelias
NK lasteliy valdomas 8 0.0153 3 NS 5 0.0435
citotoksiskumas
Jak-STAT signalinis 9 0.0159 3 NS 6 0.0336
kelias
Fc 9p5|lon RI signalinis 6 00186 2 NS 4 NS
kelias
Ch@:moklnq signalinis 9 0.0362 3 NS 6 NS
kelias
I toll panasiy receptoriy 5 0.0401 4 NS 5 NS

signalinis kelias
Geny, kuriy raiska kito LLC1 lastelése, augintose 3D modelingje sistemoje funkcinés kategorijos. ReikSmingai prasiturtinusios

kategorijos laikytos tos, kurios prasiturtino bent 5 genais, p<0.05

Paskutiniame duomeny analizés etape buvo jvertintas rySys tarp miRNR ir geny,
dalyvaujanciy MAPK, Iasteliy adhezijos ir imuninio atsako keliuose, kuriy raiska keitési
LLC1 lastelése jas kultivuojant 3D kultiiroje. (5 lentelé). Nustatyta prieSingos raiskos
koreliacija tarp 11 miRNR ir 7 geny, priklausan¢iy MAPK signaliniam raiskos keliui. Be
to, 14 geny taikiniy, kurie yra susij¢ su lastelés adhezija, raiskos

21



5 lentelé. miRNR taikiniy analizés rezultatai.

Kategorija Genai mMiRNA
Cacnald 1 miR-137-3p,; miR-448-3p,; miR-495-
3pd
Ikbkg miR-137-3p{,
Traf6p miR-590-3p,
MAP kinaziy Kras{ miR-7611
signalinis kelias .
Mknk1d miR-195-5p
Pak2 |, miR-297a-3pM
Sos2, mMiR-34b-3p, MiR-34c-3pM, miR-
466f-3p4, miR-500-3p
Arhgef4q miR-135a-5p,, MmiR-448-3p,, miR-
200b-3p,, miR-20b-3pd
Collals miR-135a-5p,, miR-137{,, miR-590,
Itpr14 miR-544-3p{
Pard3q miR-495-3p,
Slc9alp miR-9-5p{,
Vegfa miR-1lal,
Lastelés Tmsb4x, miR-4481
adhezija Flnad miR-328-3p miR-7611
Gnasy, miR-877-3p1
Htr2cd, miR-466d-3p
Pak2 |, miR-297a-3p1
Pak3J miR-297a-3p1
Rhoad miR-466f-3p 1
Sshid miR-467b
Pard3 miR-495-3p,
Eif2akll miR-500-3p4
miR-297a-3p4, miR-466b-3p4, miR-
Imuninis Oas3l 466d-3p41, miR-466f-3p, miR-
atsakas 46691, miR-467d-3p1, miR-467e-3p
Ppp2ribJ miR-195-5p, miR-672-5p4
Ppp2r2bJ, miR-466g1
Xerld miR-669b

Geny ir miRNR, kuriy raiska didéjo lastelése, kultivuotose 3D, pavaidinimai yra paryskinti

pokytis atvirksciai korealiavo su 18 miRNR, o 6 geny, dalyvaujan¢iy imuniniame atsake,
raiSkos pokytis atvirksc¢iai korealiavo su 14 miRNR.

Geny raiskos pokyciai DLD1 ir HT29 Ilastelése, augintose tarplasteliniu
uzpildu praturtintoje 3D kultiiroje. Mikrogardeliy duomeny analizé parodé¢, kad
DLD1 ir HT29 lgstelése, 48 val. kultivuotose tarplgstelinio uzpildo komponentais
praturtintoje 3D lasteliy kulttiroje, reikSmingai skyrési atitinkamai 841 ir 1190 geny
raiSka (raiSkos pokycCio lygis kartais > 1,5, p < 0,05), lyginant su Iastelémis,
kultivuotomis 2D (5 pav.). Didesnés dalies geny raiSka mazéjo lgstelése, kultivuotose
3D (DLDI1 Iastelése 637 ir HT29 — 804). Venn‘o diagramy analizé parodé, kad i$ viso
383 geny raiska kito tiek
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Visi genai, Genai, kuriy Genai, kuriy
kuriy raiSka kito raiSka padidéjo raiSka sumazéjo

DLD1

HT29

5 pav. Venn‘o diagrameos. StatistiSkai reikSmingai (p <0,05, raiskos skirtumas > 1,5 kartus) pakitusios raiskos
geny skaic¢ius DLD1 ir HT29 lgstelése praéjus 48 val. nuo uzs¢jimo 2D ir Ir-ECM 3D modelinése sistemose.

DLDI1, tiek HT29 Iastelese. IS jy tik 37 1§ 383 bendrai pakitusiy geny raiSka did¢jo, o 346
— mazgjo.

Signaliniy Kkeliy praturtinimo analizé. KEGG signaliniy keliy praturtinimo
analizés rezultatai atskleideé, kad DLDI1 ir HT29 lastelése reikSmingai kito geny,
priskiriamy atitinkamai 45 ir 35 funkcinéms kategorijoms. 6 lenteléje parodyta 13
bendry funkciniy kategorijy, reikSmingai praturinty genais, kuriy raiska kito DLDI ir
HT29 lastelése. Didziausias geny kiekis nustatytas ,,Metaboliniy keliy*“ kategorijoje
(DLDI lastelése 44, HT9 — 48). Vis d¢lto reikSmingiausi pokyciai nustatyti su ,,1astelé —
lastele* ir ,,lastelé — tarplastelinis uzpildas® sgveikomis susijusiose geny kategorijose:
sutelktinés sgveikos (DLD1: p = 7,47 - 10°% HT29: p = 1.59 - 10°°); adheziniy jungéiy

6 lentelé. KEGG funkcinés praturtinimo signaliniais keliais analizés rezultatai
Kategorija DLD1 HT29

Genai  preiksmé Genai  preiksmé

Sutelktiniy saly¢iu lgsteliy jungtys 17 7.47e-06 19 1.59e-05
MAPK signalinis kelias 13 0.0056 25 9.90E-07
Su veéziu susije signaliniai keliai 17 0.0005 25 1.59E-05
Metaboliniai keliai 44 1.95e-05 48 0.0012
Saly¢io jungtys 9 0.0001 10 0.0002
p53 signalinis kelias 8 0.0003 7 0.0092
Glaudziosios jungtys 11 0.0003 10 0.0092
ECM-receptoriy saveika 9 0.0003 7 0.0207
Aktino citoskeleto reguliacija 14 0.0003 18 0.0001
Endocitozé 13 0.0005 17 0.0002
Chemokiny signalinis kelias 11 0.0034 11 0.0247
Citokiny-citokiny receptoriy sgveika 12 0.0115 14 0.0207
Whnt signalinis kelias 7 0.0387 9 0.0394

Funkcinés grupés, prasiturtinusios bent 5 genais, p<0.05
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(DLDI1: p=0.0001; HT29: p = 0.0002); glaudziyjy jung¢iy (DLD1: p = 0.0003; HT29: p
= 0.0092); tarplastelinio uzpildo ir receptoriy sgveikos (DLD1: p = 0,0003; HT29: p =
0,0207) bei aktino citoskeleto reguliavimo (DLD1: p = 0,0003; HT29: p = 0,0001).
Akivaizdiis pokyciai pastebéti MAPK signalinio kelio kategorijoje (p = 0.0056 ir p =9.9

107, atitinkamai). Verta paminéti, kad reik§mingai skyrési ir geny, susijusiy su
uzdegiminiais procesais, kategorijos — chemokiny signalinio kelio (DLD1: p = 0,0034;
HT29: p = 0,0247) bei citokiny-citokiny receptoriy sgveikos (DLD1: p = 0,0115; HT29:
p = 0,0207).

Klasteriné analizé. KEGG analizés pagalba identifikuoty reikSmingiausiai
pakitusiy funkciniy kategorijy (lasteliy adhezijos, MAPK ir imuninio atsako)
individualiy geny raiskos pokyc¢iai atvaizduoti 6 paveiksle.

A DLD1 HT29 B DLD1 HT29

FGD3 FGF20
BDKRB2 | ] MAP3K5
CGN TP53
ERBB2 ' RELB
MPP5 BDNF
MLLT4 cDC42
CcDC42 FGF9

| HSPG2 MAP3K1
CSDA MAP3K8
IQGAP3 PLA2G4A
CAV1 RPS6KA3
ITGB4 FGFR3
ITGAS ZAK
PFN3 CACNG8

o TRP2

v DUSP1
GNAI2 FOS
GSK3B o DDIT3
ITGB5 < DUSP5
ACTN1 FLNA
CAV2 = FLNB
PRKCZ DUSP8

LAMB3 RRAS
TMSB4X DUSP6
TNXB MAP3K14
CLDN19 RASGRP2
ITGA3 MAP2K3
MYL12A TAOK2
LAMB2 FGF19
SPTAN1 JUN
THBS1 SRF
ACTB HSPA8

STK4
C

CCL26
TNFSF15
INHBB
TNFRSF21
GNAI2
CCL15
GSK3B
PRKCZ
CLCF1
RHOA
IL15RA
TNFRSF14
CCL16
RELT
RASGRP2
LIF
TNFRSF12A
CcCL20
CXCL3

L8
CXCL1
CXCL2

Lastelés adhezija

Imuninis atsakas

CXCL5
NFKBIA
CcDC42
I ©IL13RA1

1/4 1 4 CXCRd

- - | PIK3R1
Pokytis, kartais
6 pav. Klasterinés analizés rezultatai. Paveiksle vizualizuoti geny raiSkos poky¢iy profiliai DLDI1 ir HT29

lastelése po vienkartinés (2 arba 10 Gy) ir frakcionuotos (5x2 Gy) dozés poveikio JS: (A) lastelés adhezijos; (B)
MAPK; (C) imuninio atsako.
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Lasteliy adhezijos kategorijoje (6A pav.) pavaizduoti 59 geny, dalyvaujanciy
sutelktinio salycio, adhezijos ir glaudziyjy jungciy formavime bei ECM-receptoriy ir
aktino lastelés griauciy reguliavime, raiSkos skirtumai. Nors kai kurie pavieniai Sios
kategorijos genai nevirSijo slenkstinés ribos (> 1,5 pokytis kartais, p < 0,05), taciau
daugumos jy raiSka 3D kultivuotose DLDI1 ir HT29 buvo maZesné nei 2D. MAPK
signaliniame kelyje geny grupé pavaizduota 6B pav. Sioje grupéje i3 viso 32 geny raiska
kito DLDI1 ir HT29 Igstelése, kultivuotose 3D lagsteliy kulttiroje. 6C pav. Pavaizduoti 28
geny, dalyvaujanciy imuninio atsako kelyje, pokyciai.

Mikrogardeliy rezultaty patvirtinimas. TL-PGR metodu nustatémé reikSmingai
didesnius Hnf4a, Ifb1, kiIf8 ir Fgfr4 geny raiSkos pokycius LLC-1 lgstelése, kultivuotose
Ir-ECM 3D, lyginant su lgstelémis, kultivuotomis 2D (7 pav. A ir B, juodi stulpeliai).
Nustatyta, kad miR-207, miR-376c, miR-466f ir miR-195a raiskos pokytis taip pat
reikSmingai didéjo LLC-1 Iastelése, kultivuotose Ir-ECM 3D. TL — PGR analizés
rezultatai taip pat parodé, kad visy pasirinkty geny ir miRNR raiska buvo didesné LLC1
navikuose in vivo, lyginant su Iastelémis, kultivuotomis 2D (7 pav. A ir B, pilki
stulpeliai).
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7 pav. Mikrogardeliy metodu gauty rezultaty patvirtinimas TL-PGR. Grafikuose vaizduojami A) geny (hnf4a,
infb1, kiIf8, fgfrd) raiskos poky¢iai; B) miRNR (miR-207, miR-376c¢-3p, miR-466f-3p ir miR-195a-5p) raiskos
pokyciai LLC1 Iastelése, augintose tarplgsteliniu uzpildu praturtintoje 3D Igsteliy kultiroje bei peliy LLCI
navikuose, palyginus su raiSkos lygiais lastelése, kultivuotose 2D; C) Pasirinkty geny (MYB, ID1 ir ID3) raiskos
pokyc¢iai DLDI1 lastelése; D) pasirinkty geny (MYB, CDKNIC ir ID2) raiskos pokyc¢iai HT29 Iastelése,
kultivuotose tarplasteliniu uzpildu praturtintoje 3D lasteliy kultiiroje, palyginus su raiSkos lygiais lastelése,
kultivuotose 2D. TL-PGR metodu gauti rezultatai analizuoti naudojant AACt metods. Gapdh ir snoRNR-135
raiskos lygiai buvo naudoti TL-PGR metodu gauty raiskos poky¢iy rezultaty LLCI lastelése normalizavimui.
HPRT raiskos lygiai buvo naudojami raiskos pokyciy rezultaty, gauty DLDI1 ir HT29 lastelése normalizavimui.
Rezultatuose rodomas vidurkis £ SN (n=3).
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Didesné 3D nei 2D kultiroje augintose LLC1 lgstelése TL-PGR analizei
pasirinkty geny ir miRNR raiska buvo nustatyta taip pat ir mikrogardeliy metodu, taigi
TL-PGR analize patvirtino mikrogardeliy duomenis.

TL-PGR rezultaty analizé taip pat patvirtino ID1, ID2, ID3, CDKNI1C ir
transkripcijos aktyvatoriaus MYB geny raiSkos pokyciy rezultatus, gautus mikrogardeliy
pagalba DLDI1 ir HT29 lIgstelése, kultivuotose tarplgsteliniu uzpildu praturtintoje 3D
lasteliy kultaroje (7 pav. C ir D).

Apibendrinant, gauti signaliniy keliy praturtinimo analizés rezultatai parodée, kad
MAP kinaziy, lgsteliy adhezijos ir imuninio atsako funkcinés kategorijos reikSmingai
praturtinamos genais, kuriy raiska kito LLC1, DLD1 ir HT29 Igstelése, jas perkélus i$
2D 1 3D modeling sistema. Visuminé miRNR raiSkos analizé¢ parodé, kad dauguma
miRNR, kuriy raiSka keitési, vézinése lgstelése dalyvauja nuo ECM priklausomoje
reguliacijoje. Lyginant geny ir miRNR raiSkos pokycius LLCI lastelése, augintose 3D
modelinéje sistemoje su LLCI1 navikais pelése, pastebétas panasumas tarp dviejy
modeliniy sistemy. Be to, gauti rezultatai, rodantys, kad MAPK, lasteliy adhezijos ir
imuninio atsako signaliniai keliai panasiai reguliuojami tick 3D modelinéje sistemoje,
tiek navikuose in vivo, rodo placias 3D modeliniy sistemy pritaikymo galimybes
transkripciniuose vézio tyrimuose.
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3. Genu raiskos pokyciai Zmogaus gaubtinés Zarnos DLD1 ir HT29 Igstelése
po poveikio JS, Iasteles kultivuojant tarplasteliniu uZpildu praturtintoje 3D lasteliy
kultiiroje

Siekiant istirti lgsteliy atsaka j JS, Iasteles kultivuojant tarplasteliniu uzpildu
praturtintoje 3D lgsteliy kultiiroje, buvo jvertinti geny raiskos pokyc¢iai DLD1 ir HT29
lastelése praéjus 4 val. po poveikio vienkartinés (2 Gy ir 10 Gy) arba frakcionuotos 5x2
Gy dozés JS, lyginant su geny raiSkos lygiais nesvitintose lgstelése.

DLD1 ir HT29 lasteliy gyvybingumo pokyciai po poveikio JS, lasteles
kultivuojant 2D ir tarplasteliniu uzZpildu praturtintoje 3D lasteliy kultiiroje. Po
poveikio vienkartinés dozés JS gauti rezultatai rodo, kad, palyginus su kontrolinémis
lastelémis, abiejy lasteliy linijy gyvybingumas reik§mingai mazéja didinant JS dozg (8
pav. A). Taciau lasteles kultivuojant tarplgsteliniu uzpildu praturtintoje 3D Iasteliy
kultiroje, DLD1 ir HT29 lasteliy gyvybingumas yra didesnis nei 2D. DLDI lasteliy
atveju po poveikio vienkartinés 10 Gy dozés JS, lasteles kultivuojant 2D, gyvybingumas
sumazejo iki 0,3% + 0,4%, o 3D — iki 6,8% =+ 2,3%, 0 HT29 lasteliy atveju 2D — iki
0,11% * 0,1%; 3D — iki 16,9% + 3,5%, atitinkamai. Taip pat buvo jvertinti lgsteliy
gyvybingumo pokyciai po poveikio frakcionuotos dozés JS. Gauti rezultatai (8 pav. B)
parode¢, kad lasteliy gyvybingumas buvo reik§mingai didesnis po poveikio frakcionuotos
dozés JS, lyginant su atitinkamais gyvybingumo pokyciais po poveikio vienkartinés
dozes JS. Taip pat klonogeninés analizés rezultatai parode, kad lasteliy gyvybingumas po
poveikio frakcionuotos dozés JS buvo didesnis lasteles kultivuojant tarplasteliniu uzpildu
praturtintoje 3D lasteliy kultiiroje, lyginant su 2D. DLDI Iasteliy atveju po poveikio
frakcionuotos 5x2 Gy dozés JS lasteles kultivuojant 2D, gyvybingumas sumazéjo iki
5,5% + 0,7%, 0 3D — iki 29,1% * 2,6%, o tuo tarpu HT29 lasteliy atveju 2D — iki 19,8%
+ 4,7%, 3D — iki 56% = 4,2%.
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8 pav. Zmogaus gaubtinés Zarnos véziniy linijy DLD1 ir HT29 lasteliy, auginty 2D ir 3D modelinése sistemose
gyvybingumo priklausomybé nuo vienkartinés dozés JS poveikio frakcijos dydzio (A) ir frakcionuotos dozés JS
poveikio frakcijy skai¢iaus (B). Briksniai = SN (n=3; t-testas; *P<0,05; **P<0,01; ****P<0,0001).
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Genuy raiSkos pokyciai DLD ir HT29 Igstelése po poveikio JS, lasteles
kultivuojant tarplasteliniu uzpildu praturtintoje 3D lasteliy kultiiroje. Gauti geny
raiSkos pokyc¢iy rezultatai parode, kad DLD1 ir HT29 Igsteliy atsakas j JS priklauso nuo
apSvitos JS tipo. Bendrai po poveikio vienkartinés 2 Gy ir 10 Gy bei frakcionuotos 5x2
Gy dozés JS DLDI Iastelése reikSmingai pakito 1573, o HT-29 — 935 geny raiska
(pokytis kartais > 1,5; P < 0,05), lyginant su geny raiskos lygiais nesvitintuose Igstelése.
DLD1 Iastelése po vienkartinés dozés 2 Gy ir 10 Gy poveikio JS statistiSkai reikSmingai
pakito atitinkamai 468 (114 padidéjo, o 354 sumazéjo) ir 953 (275 padidéjo, 678
sumaz¢jo) geny raiSka. Tuo tarpu po frakcionuotos 5x2 Gy dozés poveikio JS statistiSkai
reikSmingai pakito 778 geny raiska: 1§ jy 302 padid¢jo, o 478 sumazéjo. HT29 Iastelése
po poveikio vienkartinés 2 Gy ir 10 Gy dozés JS statistiSkai reikSmingai pakito
atitinkamai 382 (i§ jy 104 padid¢jo, o 278 sumazeéjo) ir 579 (136 padidéjo, 443
sumazéjo) geny raiSka. Tuo tarpu po poveikio frakcionuotos 5x2 Gy dozés JS statistiskai
reikSmingai pakito 352 geny raiska: i$ jy 111 geny raisSka padidéjo, o 241 — sumazgjo.

7 lentelé. Kiekybinés genu raiSkos pokyciuy analizés rezultatai.

Poveikis Genai, kuriy Genai, kuriy

JS Geny skaitius raiska didéjo raiska mazéjo

2 Gy 468 114 354
DLD1 100y 953 275 678

5x2 Gy 778 302 476

2 Gy 382 104 278
HT29 100y 579 136 443

5x2 Gy 352 111 241

Geny raiskos poky¢io lygis didesnis nei 1.5, P<0.05.

KEGG praturtinimo signaliniais keliais analizé. KEGG analiz¢ parodé, kad po
poveikio frakcionuotos 5x2 Gy dozés JS DLDI lastelése reikSmingiausiai buvo
praturtinti lastelés ciklo reguliacijos (P = 2.33 x 10°1%), DNR replikacijos (P = 1.84 x 10
%) ir P53 (P = 5.37 x 10°®) signaliniai keliai. DNR reparacijos signaliniai keliai buvo antra
pagal reikSminguma grupé kategorijy, reikSmingai praturtinty genais DLDI1 lastelése po
poveikio 5x2 Gy JS. Taciau, kitaip nei DLD1 lgstelése, HT29 lastelése po poveikio 5x2
Gy JS labiausiai praturtintos kategorijos buvo genai, dalyvaujantys imuninio atsako
signaliniuose keliuose.

Klasteriné analizé. Geny, dalyvaujanciy p53, lastelés ciklo, DNR reparcijos ir
imuninio atsako signaliniuose keliuose, poky¢iai DLD1 ir HT29 lastelése po vienkartinés
10 Gy ir frakcionuotos 5x2 Gy dozés poveikio JS vizualizuoti 9 pav. Gauti klasterinés
analizés rezultatai parodé, kad daugumos geny, dalyvaujanciy lastelés ciklo reguliavime,
DNR pazaidy taisyme ir p53 signaliniame kelyje, raiSka labiausiai padidéjo po poveikio
frakcionuotos 5x2 Gy dozés JS (9 pav. A-C).

Didziausig tirty geny kategorija sudaro genai, dalyvaujantys imuniniame lastelés
atsake (9 pav. 3D). Sia kategorija galime i$skirti | 3 subkategorijas. Pirmaja
subkategorija sudaro genai, kuriy raiSka reikSmingai padidéjo tik HT-29 Iastelése po
poveikio
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9 pav. Klasterinés analizés rezultatai DLD1 ir HT29 lastelése rodo funkcines lastelés ciklo (A), DNR pazaidy
taisymo (B), P53 (C), imuninio atsako (D) ir histony (E) kategorijas, kurioms priklausan¢iy geny raiska keitési po
poveikio jonizuojanciaja spinduliuote DLD1 ir HT29 lastelése, kultivuotose 3D modelinéje sistemoje, lyginant Su
nesvitintomis lastelémis. Lastelés buvo veikiamos vienkartinés 2 Gy (1 ir 4 stulpeliai) ir 10 Gy (2 ir 5 stulpeliai) bei
frakcionuotos 5x2 Gy (3 ir 5 stulpeliai) dozés JS. Raudona spalva zymi geny raiSkos padidéjimg, mélyna —
sumazéjima.

frakcionuotos dozés JS. Antra subkategorijg sudaro genai, kuriy raiska padidéjo
abiejy linijy lastelése po poveikio vienkartinés ir frakcionuotos dozés JS, taciau didziausi
geny raiSkos pokyc¢iai nustatyti HT29 Iastelése po frakcionuotos dozés Svitinimo.
Trecigj; pogrupi sudaro genai, kuriy raiSka mazéjo DLD1 ir HT29 Igstelése tiek po
poveikio vienkartinés dozés (2 Gy ir 10 Gy) JS, tiek po poveikio frakcionuotos 5x2 Gy
dozés JS, taCiau didziausias geny raiSkos sumazéjimas pastebétas lgstelése po
vienkartinés 10 Gy dozés JS poveikio.
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10 pav. Mikrogardeliy metodu gauty rezultaty patvirtinimas TL-PGR. Grafikuose vaizduojami A) DLD1
lasteliy geny (CDK1, RAD51, THBS1, PCNA) ir HT-29 lasteliy geny (IL-29, IFITM1, IFIT1, OAS2) raiskos
poky¢iai, nustatyti mikrogardeliy arba TL-PGR metodais. B) Geny raiskos poky¢iai po poveikio frakcionuotos
dozés jonizuojancigja spindulivote DLD1 ir HT29 lastelése, augintose 2D ir 3D modelinése sistemose, lyginant su
nesvitintomis lgstelémis. Rezultatuose rodomas vidurkis £SN (n=3; t-testas; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****P<(0,0001).

DLD1 ir HT29 lastelése tai pat nustatyta sumazéjusi histony ar histony
formavimasi reguliuojanciy geny raiska po poveikio JS (9 Pav. E). Taciau didziausias
geny raiskos sumaz¢jimas nustatytas Igstelése po poveikio vienkartinés 10 Gy dozés JS.

Mikrogardeliy rezultaty patvirtinimas. Geny raiskos pokyc¢iy tyrimui TL-
PGR DLD-1 lastelése po poveikio JS buvo pasirinkti 4 genai, dalyvaujantys lastelés
ciklo reguliavime, DNR pazaidy taisyme ir p53 signaliniame kelyje (CDK1, RADSI,
THBS1 ir PCNA), ir 4 genai, dalyvaujantys imuninio atsako kelyje (IL29, IFITM1,
IFIT1 ir OAS2), kuriy raiskos poky¢iai buvo nustatyti mikrogardeliy pagalba.

TL-PGR analizés rezultatai parodé, kad geny (CDK1, RAD51, THBSI1 ir
PCNA) raiska reikSmingai kinta DLD1 lastelése, kultivuotose 3D, po poveikio 5x2 Gy
JS, lyginant su neSvitintomis lastelémis, o tuo tarpu tomis paciomis sglygomis
palygintose HT29 Iastelése po poveikio frakcionuotos dozés JS nustatyta statistisSkai
reik§mingai didesné IL-29; IFITM1; IFIT1 ir OAS2 geny raiska (10 pav. A).

Taip pat palyginome geny raiSkos profilius lastelése, kultivuotose 2D ir 3D
modelinése sistemose po poveikio frakcionuotos 5x2 Gy dozés JS (10 pav. B). DLD1
lastelése, kultivuotose 3D modelinéje sistemoje nustatyti statistiSkai reik§Smingai didesni
CDK1, RADS5S1, THBS1 ir PCNA geny raiskos pokyciai, atitinkamai, lyginant su
Svitintomis lgstelémis, kultivuotomis 2D. Tuo tarpu HT29 Igstelése, kultivuotose 3D po
poveikio frakcionuotos 5x2 Gy dozés JS, nustatyti statistiSkai reikSmingai didesni IFIT1
ir OAS2 geny raiskos pokyciai, lyginant su Svitintomis Igstelémis, augintomis 2D.

Apibendrinant, vienkartinés ir frakcionuotos dozés poveikis jonizuojancigja
spinduliuote lémé skirtingus visuminés geny raiskos profilius gaubtinés zarnos véziniy
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linijy DLD1 ir HT29 lastelése, augintose 3D salygomis. Nepaisant to, kad po poveikio
jonizuojanciaja spinduliuote didziosios dalies geny raiska mazéjo abejy linijy Igstelése,
lastelés ciklo, DNR pazaidy taisymo ir imuninio atsako funkcinéms kategorijoms
priklausan¢iy geny raiska daugiausiai didéjo Iagstelése, kultivuotose 3D modelinéje
sistemoje po poveikio JS. Nustatyta, kad pasirinkty geny raiska po poveikio FD
jonizuojanciaja spinduliuote priklauso ir nuo lgsteliy kultivavimo saglygy — didesnis geny
raiskos pokytis nustatytas Igstelése, kultivuotose 3D modelinéje sistemoje. Be to, mes
parodéme, kad abiejy linijy lgstelés, kultivuotos 3D modeléje sistemoje, yra atsparesnés
jonizuojancios spinduliuotés poveikiui, lyginant su lastelémis, kultivuotomis 2D. Sie
rezultatai rodo, kad véziniy lasteliy isgyvenimas po poveikio JS be P53 statuso priklauso
ir nuo tarplastelinio uzpildo JS paveikty lasteliy mikroaplinkoje. Misy gauti rezultatai
taip pat leidzia teigti, kad tarplasteliniu uzpildu praturtinta 3D lagsteliy kultira,
kombinuojant su poveikiu frakcionuotos dozés JS, baty galima naudoti norint geriau
suprasti molekulinius mechanizmus, susijusius su atsparumo spindulinei terapijai
issivystymu navikuose. Taigi, platesnis 3D lasteliy kultiry ir FD poveikio JS
naudojimas radiobiologijos tyrimuose atvers naujas spindulinés terapijos taikymo
galimybiy plétros kryptis.
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ISVADOS

. Visuminis geny ir miRNR raiskos profilis pelés plauciy karcinomos LLCI1
lastelése po jonizuojanciosios spinduliuotés poveikio priklauso nuo apsvitos tipo,
taciau geny ir miRNR raiSkos pokyciy tendencijos po poveikio frakcionuotos
dozés JS LLC1 lastelése in vitro ir LLC1 peliy navikuose nesutampa.

. Geny ir miRNR raiSka LLCI lgstelése, taip pat geny raiSka Zmogaus gaubtinés
zarnos DLDI ir HT29 lgstelése priklauso nuo tarplastelinio uzpildo.

. Geny, dalyvaujan¢iy MAP kinaziy, lasteliy adhezijos ir imuninio atsako
signaliniuose keliuose, raiska tiek pelés (LLC1), tick zmogaus (DLD1 ir HT29)
lastelése priklauso nuo tarplastelinio uzpildo.

. Zmogaus gaubtinés Zarnos karcinomos DLD1 ir HT29 lasteliy atsakas j poveiki
frakcionuotos dozés JS priklauso nuo tarplastelinio uzpildo. Lastelés ciklo, DNR
pazaidy ir imuninio atsako keliuose dalyvaujantys genai, kuriy raiska kito DLD1
ir HT29 lastelése, yra potencialiis molekuliniai taikiniai spindulinés terapijos
tobulinimui.
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the changes in genome-wide gene and
mIRNA expression in tumour cells cultivated under different cellular microenvironment
conditions after the exposure to a single dose or a fractionated dose irradiation.

Our results revealed that the gene and miRNA signatures of LLC1 cells exposed
to irradiation were dose delivery type dependent. The gene pathway enrichment analysis
indicated that the extent of differential expression of genes involved in the P53, cell
cycle, apoptosis and immune response categories was the most robust after exposure to
FD. Furthermore, the miRNA target analysis demonstrated a significant correlation
between differential expression of genes and miRNAs. Therefore, despite the indication
that the LLC1 tumor response to fractionated irradiation could be extensively influenced
by tumor microenvironment, the present study suggests key pathways involved in
radiation induced response of murine cancer cells exposed to irradiation. Data presented
in this study can be further applied to improve the outcome and the development of
radiotherapy in preclinical animal model settings.

Furthermore, the present pathway enrichment results indicated the MAP kinase,
cell adhesion and immune response as the most significantly altered functional
categories in LLC1, DLD1 and HT29 cells during the switch from 2D to 3D. Global
MIRNA expression analysis confirmed the involvement of miRNA in the regulation of
ECM dependent properties of cancer cells. Comparison of the expression levels of
selected genes and miRNA between LLC1 cells grown 3D cell culture and LLC1 tumors
implanted in mice indicated correspondence between both model systems. Therefore,
the present results indicate the existence of universal regulation for the MAPK, cell
adhesion and immune response pathways both in 3D culture and tumor suggesting the
most promising directions for translational cancer research using the 3D cell culture
models.

Finally, fractionated dose irradiation resulted in different genome wide
expression profile when compared to single dose treatment in colorectal cancer DLD1
and HT29 cells grown under 3D culture conditions. Despite the fact that a higher
number of genes with altered expression were down-regulated in both cell lines after
irradiation, cell cycle/DNA damage or immune response genes have been most
significantly up-regulated following irradiation in 3D conditions cultured DLD1 and
HT?29 cell lines, respectively. Furthermore, the expression signature of selected genes
following FD treatment was dependent on cell culture conditions and resulted in higher
expression in cells grown under 3D conditions. In addition, we demonstrated higher
radiotolerance in both cell lines under 3D cell culture conditions compared to 2D. These
results indicate that cancer cell survival after IR treatment in addition to cellular P53
status is ECM dependent. Therefore, the data in the present study suggest that ECM
based 3D cell culture models in combination with the fractionated dose treatment of
ionizing radiation could accelerate the understanding of molecular mechanisms
associated with therapy dependent radioresistance in tumors and promote the
development of more efficient radiotherapy.
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