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SANTRUMPOS

2D — dvidimensiné, monosluoksnj formuojanti Iasteliy kultiira

3D - tridimensiné (erdving) lasteliy kultiira

AMOs — prieSprasmiai miRNR oligonukleotidai

AT- kPGR - atvirkstinés transkripcijos kiekybiné polimerazés grandininé reakcija
CCL20 - chemokino C-C motyvo liganda 20 koduojantis genas

CDH4 - kadhering 4 koduojantis genas

CLDN?2?2 - klauding 22 koduojantis genas

CNS - centriné nervy sistema

COL1A2 - 1 tipo kolageno alfa-2 granding koduojantis genas

DMSO - dimetilsulfoksidas

EMT - epitelinis-mezenchiminis virsmas

EDTA - etileno diamino tetra-acto rugstis

FBS - verSiuko embriono serumas

FFP] - formaline fiksuotas parafine jlietas audinys

FGF5 - fibroblasty augimo veiksnj 5 koduojantis genas

FGF7 - fibroblasty augimo veiksnj 7 koduojantis genas

GAPDH - gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenaze koduojantis genas
GBM - daugiaform¢ glioblastoma

HK? - heksokinaze¢ 2 koduojantis genas

HMGCS] - 3-hidroksi-3-metilglutaril-KoA sintaz¢ 1 koduojantis genas
HMMR - hialurono suzadinama, judrumo receptoriy koduojantis genas
HPRT - hipoksantino-guanino fosforibozilo transferaz¢ koduojantis genas
IDH - izocitrato dehidrogenaze koduojantis genas

ILIB - interleuking 1 beta koduojantis genas

ILIRAP - interleukino 1 receptoriy jungiantj baltyma koduojantis genas
ILIR]I - interleukino 1 I tipo receptoriy koduojantis genas

ITGAV - integrino alfa 5 subvieneta koduojantis genas

ITGB3 - integrino 3 beta subvieneta koduojantis genas

kDNR - kopijiné DNR



KEGG - Kioto geny ir genomy enciklopedija

MEM - ,,Minimum Essential Media" mitybiné terpé

MGMT - O°-metilguanino-DNR metiltransferaze koduojantis genas
miRNR - mazoji nekoduojanti ribonukleortigstis

MRAS - raumeny RAS onkogeno homologa koduojantis genas

NKS - naujos kartos sekoskaita

PBS - fosfatinis buferinis tirpalas

PGR - polimerazés grandininé reakcija

PNPO - piridoksino 5'-fosfato oksidaz¢ koduojantis genas

POLR3G - RNR polimerazés I G subvienetg koduojantis genas

PSO - Pasauliné sveikatos organizacija

PTEN - fosfatazes ir tenzino homologas

PTGS?2 - prostaglandiny-endoperoksido sintaz¢ 2 koduojantis genas
SPTLCS3 - serino palmitoiltransferazés 3 subvieneta koduojantis genas
TRAIL - su naviko nekrozés veiksniu susijes, apoptoze indukuojantis ligandas
UTR - netransliuojama sritis

U87 - glioblastomos lasteliy linija

VEGF - kraujagysliy endotelio augimo veiksnys



IVADAS

Daugiaformé glioblastoma (GBM) — blogiausia prognoze pasiZymintis smegeny
navikas, kuriam nepaisant kombinuoto (chirurginio, chemoterapinio, radioterapinio)
gydymo, biidingas ypac trumpas serganciyjy iSgyvenamumas — nuo keliy ménesiy iki
keleriy mety, kuomet vidutinis iSgyvenamumas tesiekia 12-15 ménesiy. Siekiant
prailginti pacienty iSgyvenamg yra atliekama daugybé moksliniy tyrimy, naudojant
jvairius Sios vézio formos eksperimentinius modelius. Jais siekiama iSsiaiSkinti vézinio
susirgimo etiologija, patogeneze, suprasti molekulinius mechanizmus ir genetinius
pakitimus nulemiancius ligos vystymasi bei surasti kliniskai svarbiy molekuliniy Zymeny,
reik§Smingy diagnozuojant ir prognozuojant GBM.

Anksciau dauguma véziniy in vitro tyrimy rémési pasitelkiant vézines lasteliy
linijas, auginamas kaip dvidimensines (2D), monosluoksnj formuojancias kultiiras, kurios
puikiai atspindéjo greita, nekontroliuojama véziniy lasteliy fenotipg. Taciau jprastinés 2D
kultiiros prastai atspindi naviko mikroaplinkos itaka, klinikiniy naviky sudétingumg ir
heterogeniskuma, tod¢l véZiniuose tyrimuose vis dazniau pradéta taikyti tridimensinius
(3D) lasteliy kultiiry modelius, kurie pasizymi Igsteliy organizacija ir architekttira
artimesne in vivo navikams.

Sio tyrimo metu, pasitelkiant geny ir miRNR, susijusiy su naviko vystymosi
procesais, raiSkos tyrimg skirtinguose lasteliy kultiiry modeliuose bei glioblastomos
biologiniuose méginiuose, sickiama atrasti naujy GBM molekuliniy Zymeny, svarbiy

vézio formavimuisi.



Darbo tikslas: nustatyti pasirinkty geny ir miRNR raiSkos skirtumus
glioblastomos U87 linijos 2D ir 3D kultivuotuose lasteliy kulttirose bei
glioblastomos biologiniuose méginiuose ir jvertinti Siuos skirtumus, kaip

potencialius molekulinius véZio Zymenis.

Darbo uzZdaviniai:

AT- kPGR metodu patvirtinti laboratorijoje turimus visuminés geny ir miRNR
raiSkos duomenis, jvertinant raiSkos pokycius tarp glioblastomos U87 linijos 2D ir
3D kultivuoty lasteliy kulttry;

palyginti pasirinkty geny ir miRNR raiSka glioblastomos audinyje bei
glioblastomos U87 linijos 2D ir 3D kultivuotuose lasteliy kulttirose;

nustatyti miRNR raiSkos pokycius tarp glioblastomos ir sveiko smegeny audinio
bei jvertinti glioblastomos formavimuisi svarbias miRNR;

jvertinti geny ir miRNR raiSkos sgsajas su glioblastoma serganciy pacienty

i§gyvenamumu,



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Galvos smegeny naviky klasifikavimas

Pasauliné sveikatos organizacija (PSO) suskirsté centrinés nervy sistemos (CNS)
navikus i 4 tipus (PSO I-1V) pagal jy piktybiSkumo laipsnj. Toks klasifikavimas turi
vertés prognozuojant biologinj neoplazmos pasireiSkimg bei jtakoja gydymo pasirinkima,
ypac sprendziant spindulinés ir chemoterapijos taikymo salygas. I-ojo laipsnio gliomoms
priskiriami mazo proliferacinio aktyvumo navikai, kurie nesunkiai pasalinami chirurginiu
biidu. II-0jo laipsnio navikai po chirurginio pasalinimo link¢ atsinaujinti bei progresuoti |
aukStesnio laipsnio gliomas. Navikai pasizymintis ryskiais histologiniais pakitimais
(branduolio atipija, mitozinis aktyvumas) priskiriami III laipsnio gliomoms, tuo tarpu tie,
kurie linke j nekrozg (pavyzdziui, daugiaformé glioblastoma (angl. glioblastoma
multiforme (GBM)) priklauso IV-ajam laipsniui ir yra siejami su blogiausia prognoze
(Louis et al., 2007).

2016 m. PSO CNS naviky klasifikacija buvo atnaujinta, remiantis ne tik navikinio
audinio histologijos ypatumais, bet ir biidingais molekuliniais Zzymenimis. Gliomy tipai
iSskirstyti j dar tikslesnes kategorijas, manoma, leis taikyti efektyvesnés terapijos budus
bei tiksliau klasifikuoti klinikinius ir eksperimentinius tyrimus. Tikimasi, jog Simtmetj
gyvavusia, histologiniais duomenimis besiremiancig smegeny naviky diagnostika,

ateityje pakeis molekuliniy Zymeny jdiegimas j klinikinius tyrimus (Louis et al., 2016).

1.2 Glioblastoma

Glioblastoma - CNS navikas, pasizymintis blogiausia prognoze. Tai
piktybiskiausia (IV laipsnio) smegeny naviko forma, kuri gydoma chemoterapijos,
radioterapijos arba chirurginés intervencijos biidu, taciau $ios gydymo priemonés tik
susvelnina ligos simptomus, o vidutin¢ i§gyvenimo trukme po diagnozés nustatymo
tesiekia 12-15 ménesiy (Purow ir Schiff, 2009). Glioblastomos paprastai yra skirstomos i
pirmines arba de novo, kurios dazniausiai atsiranda i§ normaliy glijos lasteliy ir antrines —

besivystancias progresuojant zemesnio laipsnio (pagal PSO) gliomoms. Dauguma GBM



yra pirming€s, o jomis sergantys pacientai yra vyresnio amziaus. Be to, jiems budinga
prastesné ligos eiga, lyginant su pacientais, serganciais antrinémis GBM. Liga
diagnozuojama vidutiniskai 3,2 i§ 100 000 gyventojy, Siek tiek dazniau vyrams nei
moterims (1,6:1), o vidutinis serganciyjy amzius siekia 64 metus, nors gali iSsivystyti bet
kuriame amziuje, iskaitant vaikyste (Davis, 2016).

Pagrindiniai GBM bruozai yra rySkus mitozinis aktyvumas, kraujagysliy

proliferacija, didelis lastelingumas bei nekrozés plotai (1 pav.).

1 pav. FFP] méginio (dazytas hematoksilino-eozino (HE) metodu) vaizdas matomas

inversiniu mikroskopu: A- GBM audinys; B- sveikas smegeny audinys.

Nekroze yra glioblastomos skiriamasis pozymis ir biina dviejy tipy: 1) plati centrinés
naviko dalies nekrozé, kurios priezastis yra nepakankama naviko mityba, ji matoma
atliekant kompiuterinés tomografijos ir branduoliy magnetinio rezonanso tyrimus ir
biidinga pirminéms glioblastomoms; 2) smulkiy netaisyklingy nekrozés zidiniy su
pseudopalisadinémis strukturomis aplink juos, randama tiek pirminése, tiek antrinése
glioblastomose. Nekrozé kartu su iSreiksta kraujagysliy proliferacija yra vienas i§
svarbiausiy blogos prognozés veiksniy (Gudinaviciené et al., 2004).

Standartinis GBM gydymas apima kuo radikalesnj chirurginj pasalinima ir po jo
sekancig spinduling terapija, derinamag su adjuvantiniu gydymu, pavyzdziui, vaistiniu
preparatu — temozolamidu, kuris yra gerai toleruojamas (pasizymi ribotu salutiniu

poveikiu) bei prailging pacienty iSgyvenamumo trukme¢. Taciau ir $is, auksiniu standartu



pripazintas, gydymo biidas nepadeda pasiekti iSgyvenamumo lygio, biidingo kity naviky
atvejais (Thon et al., 2013).

Sio tipo naviko atveju metastazés néra daznos - paprastai GBM didéja
skverbiantis j aplinkinj smegeny audinj, pazeidziant svarbiausias smegeny sritis. D¢l Sios
invazinés kilmés, yra nejmanoma pasalinti visy piktybiniy lasteliy chirurginés
intervencijos biidu, tod¢l molekulinis GBM fenotipavimas islieka daugiausiai vil¢iy

teikiancCia kryptimi, vystant taikiniy terapijas (Davis, 2016).

1.3 Glioblastomos molekuliniai Zymenys ir jy taikymas

Augliy klasifikacija nuolatos kinta, atrandant skirtingiems navikams biidingus,
diagnostings ir prognostinés vertés turinius molekulinius Zymenis. Molekuliniy Zymeny
profilis gali turéti ypatingos svarbos klinikiniams sprendimams.

Dar iki naujos klasifikacijos jvedimo, kai kuriais atvejais buvo jvertinami
molekuliniai Zymenys. Vienas tokiy zymeny yra MGMT (angl. O’-alkylguanine DNA
alkyltransferase) genas. Tai vienas i§ dazniausiai aktyvinamy onkogeny Zmogaus
piktybinés glioblastomos atvejais. MGMT geno koduojamas baltymas dalyvauja DNR
pazaidy taisyme. Sio geno promotoriaus metilinimo tyrimas gali biiti panaudojamas,
renkantis glioblastomos gydyma. Zinant, kad MGMT genas atsakingas uz DNR reparacija
ir kad navikinése lastelése Sis genas yra metilintas — nutildytas, naudojami alkilinantys
junginiai (pvz.: vaistinis preparatas temozolomidas) (Jacinto ez al., 2007). Sie vaistai
stipriai pazeidzia navikiniy lgsteliy geneting informacijg, tuo paciu sumazina jy
proliferacija, gyvybines funkcijas bei prailgina paciento iSgyvenimo trukme¢ (Hegi et al.,
2004).

IDH1/2 (angl. isocitrate dehydrogenase (IDH1, IDH?2)) geno mutacijos jau seniai
zinomas GBM prognostinis Zymuo. Pagal 2016 m. atnaujinta PSO klasifikacija
glioblastomos skirstomos j pirmines ir antrines, atsizvelgiant | mutacijas /DH gene,
atitinkamai: glioblastoma /DH-laukinio tipo ir glioblastoma /DH-mutacija (Louis ef al.,
2016). Nustatyta, kad daugiau nei 80% antriniy glioblastomy ir maZziau nei 5% pirminiy
turi mutacijas /DHI gene. Sios mutacijos atlieka svarby vaidmen] gliomagenezéje,

naviko biologijoje bei pasizymi klinikine ir prognostine svarba. Nustatyta, kad pacienty,



kuriy genome yra jvykusi /DH mutacija, ligos eigos prognoze yra geresné. Tai
paaiskinama tuo, kad IDH1/2 genai koduoja svarbius lgstelés metabolizmo fermentus, o
mutacijos Siuose genuose skatina reakcijas, kuriy metu gaminamas lasteléms Zalingas
metabolitas - 2-hidroksiglutaratas. Tuo tarpu, vertinant jo lygj gliomomis serganciy
pacienty organizme yra stebimas atsako j gydymga efektyvumas (Szopa et al., 2017).

Navikui budinga pastovi hipoksija aktyvina pagrindinj angionezés mediatoriy -
kraujagysliy endotelio augimo veiksni (angl. vascular endothelial growth factor
(VEGF)). GBM pasizymi padidéjusia VEGF raiska, dé¢l ko yra skatinama kraujagysliy
proliferacijg ir naviko augimas. Vienas i§ buidy paveikti VEGF receptorius ir slopinti jy
perduodamus signalus yra monokloniniy antikiiny taikymas. Monokloninis antikiinas
Avastin (bevacizumab) yra patvirtintas terapinis preparatas, kurio taikinys VEGF
receptoriai. Pakartotinos Avastin injekcijos blokuoja VEGF signalus, tokiu biidu
sutrikdomas naviko maitinimas ir jo dydis mazéja (Carlsson et al., 2014).

Vézj slopinantys genai yra svarbiausi DNR pazaidy taisymo, Igstelés
proliferacijos ir apoptozés reguliatoriai. Siy geny mutacijos yra biidingos visy tipy
navikams, taip pat ir glioblastomai. p53 (angl. tumor protein 53) veikia kaip svarbiausias
lastelés piktybéjima slopinantis veiksnys, nes nuo jo priklauso apoptozé. p53 koduojancio
geno (7TP53) mutacijos vienos i§ dazniausiai randamy gliomose. 30% pirminiy ir 65%
antriniy glioblastomy atvejais aptinkama neveikli §io geno biisena. Nemaziau svarbus
vézj slopinantis PTEN (angl. phosphatase and tensin homolog), reguliuojantis gliomy
augimg ir invazija, o jij koduojancio geno mutacijos aptinkamos 40-50% gliomy atvejais.
GBM atveju, viena i§ perspektyviy vystomy terapiniy krypc€iy yra geny terapija, kuri
gliomy Igstelése pirma kartg buvo pritaikyta perkeliant vézj slopinantj 7P53.
Funkcionalaus geno atkiirimas paskatino lasteliy apoptoze in vitro bei slopino naviko
vystymasi in vivo (Kwiatkowska et al., 2013).

GBM vystymasis susij¢s su daugybinémis reguliavimo klaidomis lgstelés ciklo
G1/S kontrolés taskuose ir daugelio genetiniy pokyciy atsiradimu gliomos Iastelése:
heterozigotiSkumo praradimu 10 chromosomoje, EGFR (angl. epidermal growth factor
receptor), FGFR2 (angl. fibroblast growth factor receptor 2), IRS2 (angl. insulin
receptor substrate 2) ir AKT3 (angl. AKT serine/threonine kinase 3) geny amplifikacija
bei PTEN, TP53, PARK? (angl. Parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase), PTPRD (angl.

10



protein tyrosine phosphatase) ir NF1 (angl. neurofibromin 1) geny mutacijomis
(Urbanska et al., 2014). Visi §ie paminéti molekuliniai zymenys dabar jtraukti i naujaja
klasifikacijg siekiant tiksliau diferencijuoti Zemesnio piktybiskumo smegeny navikus.
Tobuléjant molekuliniams metodams nuolatos vyksta naujy Zymeny paieska. Siuo
metu didelis démesys skiriamas nekoduojan¢ioms RNR molekuléms, ypa¢ miRNR.
miRNR yra laikomi naujais kandidatiniais molekuliniais Zymenimis daugelio ligy atveju

dél savo stabilumo ir nesudétingo nustatymo biologiniuose skysciuose bei audiniuose.

1.4 MikroRNR biogenez¢ ir funkcijos gliomagenezés procese bei potencialus

pritaikymas

MikroRNR (miRNR) — trumpos nekoduojancios 18-25 nukleotidy ilgio RNR
molekulés, dalyvaujancios potranskripciniame geny reguliavime. Jy funkcijos susijusios
su daugeliu biologiniy procesy, tokiy kaip: lasteliy proliferacija, diferenciacija, apoptoze,
atsakas | stresg bei patologinés buklés, pavyzdziui, vézys. miRNR reguliuoja geny raiska
dalyvaudamos geny transliacijos slopinimo bei informacinés RNR (iRNR) degradavimo

procesuose. miRNR biogenezé apima dvi pakopas (2 pav.).

Branduolys Citoplazma
1 I ® 1
Pirminis miRNR  miRNR miRNR
transkriptas pirmtakas pirmtakas
mif/mift*  Subrendusi
\ dupleksas miRNR
» < ‘
Drosha Eksportinas 5 Dicer 3 RISC
> > | -

2 pav. miRNR biogenezé (redaguota pagal: Tomari ir Zamore, 2005).
Pirmoji vyksta branduolyje, kai segtuko formos struktiiras formuojantis pirminis
miRNR transkriptas (angl. pri-miRNA) yra skaldomas ribonukleazés Drosha. Antroji

dalis vyksta eksportinui 5 (angl. exportin V) perneSus po skaldymo susiformavusj miRNR
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pirmtaka (angl. pre-miRNA) 18 branduolio i citoplazma, kur jis toliau skaldomas Dicer
tipo nukleaziy. Po skaldymo susidaro mazdaug 20-25 nukleotidy dvigrandé RNR, kuriai
iSsivyniojus, viena jos grandiné degraduoja, o kita toliau formuoja subrendusig miRNR.
Subrendusi miRNR jsiterpia i RISC kompleksg (angl. RNA induced silencing complex),
kuris atpazjsta komplementarias iRNR sekos 3~ UTR (angl. untraslated region) sritis.
Sis miRNR prisijungimas lemia tikslinés iRNR nestabiluma arba transliacijos
slopinima,todél sumazéjus koduojamo baltymo raiskai yra paveikiami jvairiis 1asteliniai
procesai (Barciszewska, 2016).

Mokslininkai vis daugiau démesio skiria miRNR svarbai véZzio vystymuisi ir
progresijai. Tai labai svarbiis pagrindiniy naviko patogenezes keliy reguliatoriai.
Pastebéta, kad miRNR raiska daznai skiriasi lyginant navikinj audinj su sveiku. miRNR
raiSkos pokyc¢iai smegeny navikuose gali jvykti dél chromosominiy persitvarkymuy,
epigenetiniy sutrikimy bei mutacijy jy biogenezés keliuose. Nustatyta, kad Sios RNR
atlieka svarby vaidmenyj, susijusij su glioblastomos progresija, invazyvumu, naviko
augimu bei atsaku j gydyma (Barciszewska, 2016).

Viena miRNR gali prisijungti ir atvirksc¢iai reguliuoti skirtingus iRNR taikinius,
tuo tarpu viena iRNR gali buti sinergistiskai reguliuojama daugelio miRNR. Nustatyta,
kad miRNR reguliuoja daugiau nei vieng treciaja dalj Zzmogaus geny, o miRNR geny
buvimas liziose genomo srityse pateikia iSsamius jrodymus apie jy vaidmenj naviko
formavime. Sutrikusi §iy RNR raiska ir jy kiekio poky¢iai gali turéti véZj slopinantj arba
stiprinantj poveiki. Pavyzdziui, miRNR perteklius, kurios taikinys yra vézj slopinantis
genas, lemty mazesni Sio apsauginio veiksnio efektyvuma tuo tarpu miRNR, kuri
prisijungia protoonkogena, sumazejes kiekis lemty per didelj onkogeninio baltymo
efektyvumg. Toks vézj slopinanciy ir stiprinanciy geny aktyvumo disbalansas lemia
piktybinio naviko vystymasi (Luo ef al., 2015).

Viena i$ pirmyjy tirty miRNR, kurios padidéjusi raiSka nustatyta GBM audinyje
buvo miR-10b. Nustatyta tiesin¢ priklausomyb¢ tarp miR-10b raiskos ir gliomy
piktybiskumo laipsnio (pagal PSO). miR-10b reguliuoja GBM invazyvuma, angiogenez¢
ir lasteliy apoptozg, o §i daugybinio poveikio priezastis yra ta, kad daugelis vézj
slopinanc¢iy geny, jskaitant ir 7P53 yra miR-10b taikiniai. Tuo tarpu, miR-21 iki Siol yra

viena i§ dazniausiai tiriamy miRNR. Nustatyta, kad jos raiskos slopinimas padidina GBM
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lasteliy apoptoze ir jautruma spindulinei terapijai bei chemoterapijai. D¢l Sios priezasties
miR-21 tyrimas yra itin populiarus, vystant taikiniy terapijas (Sasayama et al., 2016).

Per pastaruosius du deSimtmecius yra jrodyta Akt signalinio kelio ir jo
molekulinio antagonisto PTEN svarba gliomagenezés procese. Nustatyta, kad miR-26a
neigiamai reguliuoja PTEN raiska, o §io geno mutacijos lemia jo koduojamo baltymo
fermentinio aktyvumo sumaz¢jima, todél naviko vystymosi metu yra skatinama lgsteliy
proliferacija bei slopinama apoptoze (Huse et al., 2009). Taip pat nustatyta, kad miR-26a
(pagal DIANA TOOLS duomeny baze) neigiamai regulivoja POLR3G geng (angl. RNA
Polymerase Il subunit G), o jo koduojamo baltymo raiska pasizymi vézinés bei
embrioninés kamieninés lastelés, dél ko yra skatinama jy proliferacija (Wong et al.,
2011). miR-26b - viena i$ labiausiai su atsaku j hipoksija susijusiy miRNR, tuo tarpu
hipoksija yra vienas i$ svarbiausiy naviko mikroaplinkos veiksniy. Daugelis tyrimy
patvirtina, jog Sios miRNR raiska reik§mingai sumazeja gliomos lastelése, lyginant su
sveiku smegeny audiniu. miR-26b tiesioginis taikinys yra EphA2 (angl. ephrin type-A
receptor 2), o padidéjusi Sio geno raiska yra susijusi su navikiniy lasteliy augimu,
migracija, invazija ir angiogeneze, tod¢l Siuo atveju miR-26 yra priskiriama vézj
slopinan¢iy miRNR grupei ir galéty biiti sé¢kmingai naudojama taikiniy terapijos tikslais
(Wu et al., 2011). Pagal DIANA TOOLS duomeny baz¢ POLR3G taip pat yra miR-26b
taikinys.

Atsizvelgiant ] miRNR raiskos pokyc€ius vézio atveju, aktyviai plétojama kryptis -
miRNR taikymas prieSvézinéms terapijoms vystyti. Pagrindiniai biidai, leidziantys
reguliuoti miRNR raiska vézinése lastelése in vitro yra onkogeninés miRNR nutildymas
ir vézj slopinanc¢ios miRNR aktyvinimas. Pirmuoju atveju yra taikomi prieSprasmiai
miRNR nukleotidai (angl. antisense miRNA nucleotides (AMOs)), o antruoju atveju
sintetiniai oligonukleotidai, imituojantys subrendusiag miRNR.

AMOs yra sintetiniai oligonukleotidai, komplementarts tikslinei miRNR.
Jungimasis su miRNR blokuoja jos sgveika su iRNR bei veiksmingai nutildo onkogenine
miRNR (Rolle, 2015). Norint atstatyti arba padidinti prarasta vézj slopinancio veiksnio
aktyvumg yra naudojamos sintetinés miRNR, turin¢ios identiSkas sekas jy nattiraliai
egzistuojantiems ekvivalentams. Nustatyta, kad miR-203 raiska glioblastomos audinyje

yra reikSmingai sumaz¢jusi, lyginant su sveiku smegeny audiniu. Pastebéta, kad perkelus
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sintetine miR-203 | zmogaus U251 GBM lasteles, Zymiai sumazéja fosfolipazés D2
raiSka. GBM atveju, fosfolipazé D2 yra onkogeninés miR-213 taikinys. Tokiu biidu buvo
veiksmingai slopinama U251 lgsteliy proliferacija ir invazija (Shea et al., 2016).
Atsizvelgiant | visas naujas besivystanciy terapijy galimybes, ateityje galima
tikétis efektyvesniy biidy pagerinti glioblastoma serganciy pacienty iSgyvenamumg ir
gyvenimo kokybe, todél geny ir nekoduojan¢iy RNR, lemianciy naviko vystymasi
nustatymas, galéty tapti naudingais diagnostiniais ir prognostiniais GBM molekuliniais

Zymenimis.

1.6 Eksperimentiniai in vitro glioblastomos tyrimo modeliai

Tiriant molekulinius pokycius lasteléms piktyb¢jant, nemaziau svarbu pasirinkti
modeling sistema, kuri geriausiai atspindéty naviko lastelése in vivo vykstancius
procesus. Tam tikslui dazniausiai naudojamos monosluoksnio dvidimensings (2D)
lasteliy kulttiros, taciau pastebéta, kad Sios modelinés sistemos turi triikumy — nepasiZymi
audiniams budingu kompleksiskumu ir prastai atkartoja procesus, vykstancius naviko
mikroaplinkoje. Tridimensinis (erdvinis, 3D) Iasteliy linijy auginimas yra laikomas
tipiniu modeliu atliekant véZzinius tyrimus, o ypatingai atliekant in vitro prieSvéziniy
vaisty atranka. 3D lasteliy kulttros turi keleta svarbiy in vivo naviky savybiy, tokiy kaip:
lasteliy tarpusavio sgveikos, hipoksija, vaisto jsisavinimas, atsakas ir atsparumas bei
tarplastelinio uzpildo gamyba ir paskirstymas.

Yra keletas skirtingy 3D kultiiry modeliy, kurie paprastai skirstomi j skyscio ir
karkasinius 3D modelius. Karkasinés platformos 3D kultiroms yra gaminamos i§
sintetiniy ar nattraliai i§skirty polimery, kurie suteikia parama lasteléms augant bei
atkartoja augima tarplastelinémis salygomis. Naviko sferoidai yra viena i§ labiausiai
paplitusiy ir universaliy metodiky 3D lgsteliy kultiroms auginti be karkaso. Sferoidai
susiformuoja savarankiskai arba priverstinai, pradedant nuo pavieniy Igsteliy suspensijos.
Lyginant su lgsteliy monosluoksniu auginamu ant ploks¢io pavirsiaus, sferoidy modelis
panasesnis ] sudétinga audiniy ir organy visuma, kurioje kiekviena lgstelé saveikauja su

gretimomis lgstelémis, formuojantis jvairioms jungtims.
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Priklausomai nuo tyréjo tiksly ir tatkomo metodo, yra jmanoma gauti skirtingo
matmens sferoidus. Dideli sferoidai (nuo 500 pm skersmens) pasizymi unikalia savybe -
cheminiu (deguonies, maisto medziagy ir metabolity) gradientu. Jiems biidinga iSoriné
proliferacijos zona, vidiné - inertiS§koji zona, kuriai biidinga deguonies, maistiniy
medziagy ir metabolity stoka ir nekrozés zidinys (3 pav.). Tokia strukttra atspindi in vivo

naviky heterogeniskuma (Zanoni et al., 2016).

Nekrozés zidinys

Hipoksiné zona

Proliferacijos zona

3 pav. Sferoido modelis (redaguota pagal: http://dx.doi.org/10.5772/65387).

1.7 Glioblastomos U-87 lasteliy linijos visuminé geny ir miRNR raiSkos analizé¢

NVI Molekulinés onkologijos laboratorijoje vykdant naujy potencialiy Zymeny
paieska, mikrogardeliy pagalba buvo atlikta glioblastomos U-87 lasteliy linijos
tranksriptominé analizé (nepublikuoti laboratorijos duomenys).

Tyrime buvo naudota iRNR, skirta i§ 6 dienas 2D ir 3D salygomis augusiy U-87
lasteliy. ISanalizavus viso genomo geny raiskos pokycius keiciantis glioblastomos U-87
lasteliy auginimo salygoms i§ 2D j 3D, nustatyti 642 genai, kuriy raiska reikSmingai (p <
0,05) keitési > 1,5 karto. IS jy 484 geny raiska did¢jo, o 158 — mazéjo.

Taip pat, 1§ 2D ir 3D salygomis auginty Igsteliy buvo i$skirta miRNR ir atlikus
naujos kartos sekoskaitg buvo jvertinti miRNR raisSkos pokyciai. Nustatytos 40 miRNR,
kuriy raiska reikSmingai (p < 0,05) keitési > 1,5 karto. I8 jy 25-kiy miRNR raiska didéjo,

o 15-kos — mazgjo.
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Atlikus visy duomeny KEGG (angl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

signaliniy keliy praturtinimo analiz¢ nustatyta, kad keiciantis lgsteliy augimo salygoms i§

2D 1 3D labiausiai kito $ie signaliniai keliai: metabolizmo, lgsteliy tarpusavio sgveikos,

véziniai keliai bei imuninio atsako keliai (p < 0,05). Ivertinus geny raiSkos pokyc¢ius bei

tarpusavio sgveikas tolimesniems tyrimams buvo atrinkta po keleta geny i$ kiekvieno

kelio, kuriy raiska keitési labiausiai (1 lentelé).

1 lentelé. Tolimesniems tyrimams atrinkti genai, kuriy raiska kito keiciantis

glioblastomos U-87 lgsteliy augimo salygoms.

Metaboliniai | Pokytis, | Lasteliy | Pokytis, | Vézio keliai- | Pokytis, | Imuninis | Pokytis,

keliai kartais | sgveikos | kartais taikiniai kartais | atsakas | kartais
HMGCS1 +8,4 | COLIA2 | +1,8 FGF5 -2,3 CCL20 +6,2
POLR3G -1,6 ITGAV | +1.8 FGF7 +2,5 ILIB +3.,9
PTGS2 +5 ITGB3 +1,8 ILRI +1,9
ILIRAP | 42,2

Naudojantis DIANA TOOLS irankio pagalba ir atlikus miRNR taikiniy

praturtinimo analizg, atrinktos tokios miRNR, kuriy taikiniai buvo tarp visuminés geny

raiSkos analizés metu nustatyty kintan¢iy 642 geny ir kuriy raiska kito prieSingai nei geny

raiSka. Papildomai jvertinus nuskaityty miRNR skaiciy atrinktos Sios miRNR (2 lentelé).

Kadangi kiekviena miRNR turi keletg geny-taikiniy, atrinkty miRNR taikiniai pasiskirsté

po visus labiausiai kintancius signalinius kelius.

2 lentelé. Tolimesniems tyrimams atrinktos miRNR, kuriy raiska kito kei€iantis

glioblastomos U-87 lgsteliy augimo salygoms ir jy taikiniai.

miRNR Pokytis, kartais Genai taikiniai
hsa-miR-26a-5p +1.88 POLR3G, CDH4, Mras
hsa-miR-26b-5p +1,52 POLR3G, CDH4, Mras
hsa-miR-30b-5p +1,52 SPTLC3
hsa-miR-143-3p +2,24 PNPO
hsa-miR-361-5p +1,5 POLR3G, CLDN22, HMMR, FGF5
hsa-miR-484 -1,80 HK2
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1.1 Tirpalai ir reagenty rinkiniai

2.1 MEDZIAGOS

2.1 lentelé. Darbo metu naudoti tirpalai ir reagenty rinkiniai.

Pavadinimas Gamintojas
> Minimum Essential Media" mitybiné terpe Thermo Scientific
FBS Gibco
PBS tirpalas Lonza
DMSO tirpalas Sigma-Aldrich
EDTA tirpalas Lonza
Tripsinas Lonza
Ksilenas Carl Roth GmbH + Co. KG
,,mirVANA miRNA Isolation Kit* Ambion
»The AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit" QIAGEN
,RecoverAIITM Total Nucleic Acid Isolation Kit" | Thermo Scientific
,,Agilent RNA6000 Nano Assay" Agilent Technologies
,RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit* Thermo Scientific
Luminaris HiGreen gPCR Master Mix" Thermo Scientific

2.1.2 Prietaisai ir priemonés

2.2 lentelé. Darbo metu naudoti prietaisai ir priemongés.

Prietaisas/Priemoné

Pavadinimas, gamintojas

Laminarinio oro srauto boksas

Labgard NU-440, Nuaire

CO, inkubatorius

Autoflow NU-5510, Nuaire

Inversinis mikroskopas

Eclipse TS100, Nikon

Saldomoji déZuté

NALGENE

Purtykle Combispin FLV - 2400N, Biosan

Purtyklé C1301 Spectrafuge Mini Centrifuge, Labnet
Spektrofotometras NanoDrop 2000, Thermo Scientific

Kapiliarinés elektroforezés sistema Agilent Bio-analyzer 2100, Agilent Technologies
TermomaiSytuvas Thermomixer comfort, Eppendorf

Termocikleris Labcycler, Sensoquest

Termocikleris Mastercycler ep gradient S, Eppendorf
Centrifuga Centrifuge 5810 R, Eppendorf

Centrifuga Centrifuge 5424, Eppendorf
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2.2 METODAI

2.2.1 Tyrimo objektas

Darbe tiriama glioblastomos lasteliy linija U-87. U-87 Igstelés - Zmogaus
glioblastomos, astrocitomos kilmés adherentinés epitelinés lastelés. Eksperimentui
augintos 2D ir 3D salygomis kultivuotos glioblastomos U87 Iasteliy kultiiros. 3D lasteliy
kultiirai auginti pasirinktas pla¢iausiai taikomas - naviko sferoido modelis. Geny raiskai
tirti naudoti azote Saldyti glioblastomos audiniai, tuo tarpu miRNR raiskai tirti naudoti
FFPI (angl. formalin-fixed, parafin-embedded) glioblastomos méginiai. Pacienty
medZiaga rinkta gavus bioetikos komiteto leidimg (nr. 158200-2014/03).

2.2.2 Glioblastomos U-87 lasteliy auginimas

Lastelés auginamos MEM terpéje, turin¢ioje 2 mM glutamino, 100 Ul/ml
penicilino ir 0.1 mg/ml streptomicino bei praturtintoje 10 % verSiuko embriono serumu
(FBS). Pries uzséjant, -150° C temperatiiroje uzsaldytos glioblastomos U87 1astelés
atSildomos +37° C vandens voneléje. AtSildytos lastelés perkeliamos 1 mégintuvélj,
uzpilamos 5 ml paruostos kambario temperatiiros terpés ir centrifuguojamos 5 min 500 g
greiciu, kambario temperatiiroje. Supernatantas paSalinamas, ant Iasteliy uzpilama 5 ml
naujos MEM terpés ir resuspenduojama. Lasteliy suspensija padalinama j du 25 cm?
plastikinius flakonus, i kiekvieng jpilama po 2,5 ml tos pacios terpés ir palieckama, +37°C,
5% CO, termostate. Jau antra antrg dieng lastelés jgauna joms buidingg morfologija (2.1

pav.).

2.1 pav. Glioblastomos U-87 linijos 2D kultivuotos lastelés.
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Lasteliy auginimo terpé kei¢iama kas dvi dienas: terp¢ i§ plastikiniy flakony
nupilama, lastelés praplaunamos 5 ml sterilaus PBS tirpalu ir uzpilamos sviezia MEM
terpe. Kai flakono dugno padengimas lastelémis pasiekia 80 % ir daugiau, lasteles reikia
perseéti praskiedziant jas santykiu nuo 1:2 iki 1:5. Tokiu atveju terpé nupilama, lgstelés
praplaunamos 3-4 ml sterilaus PBS. PBS nusiurbiamas ir uzpilama 1ml 0,25 %
tripsino/0,05 % EDTA tirpalo. Inkubuojama 2-5 min., +37°C, 5% CO2 termostate.
Tripsinas inaktyvuojamas uzpilant trigubu kiekiu t.y 4 ml MEM/FBS terpés. Lasteliy
suspensija surenkama j mégintuvelj ir centrifuguojama 5 min 500 g greiciu, kambario
temperatliroje. Supernatantas nupilamas, o lgstelés resuspenduojamos 5 ml terpés ir
praskiedziamos reikiamu santykiu.

Prireikus, lasteliy Saldymo procediira yra panasi | lasteliy perséjima, iSskyrus
paskutinjji zingsnj. Nucentrifuguotos lastelés resuspenduojamos 1 ml FBS. | Saldymo
meégintuvelj jpilama 500 pl FBS su 10% DMSO, o ant FBS/DMSO uzpilama po 500 pl
suspenduoty lasteliy. Mégintuvéliai patalpinami i specialig Saldymo dézute, su kambario
temperatiiros izopropanoliu, kurioje temperatiira krenta laipsniskai, apie -1 °C /min.
Saldymo dézuté patalpinama kelioms valandoms j $aldiklj, kuriame palaikoma -70°C

temperatiira, po to mégintuvéliai perkeliami j Saldiklj, kuriame palaikoma -150° C.

2.2.3 Sferoidy auginimas

Sferoidy auginimui 96 ,,U formos" Sulinéliy plokstelé padengiama 1% ,,low
melting" agaroze. Lastelés atkeliamos nuo flakono dugno kaip aprasyta anksc¢iau. Po
tripsino inaktyvavimo i§ tirpalo vidurio paimama 10 pl lasteliy suspensijos ir
praskiedziama terpe iki 50 pl. Gerai suspenduojama ir vél i§ vidurio paimama dar 10 pl,
kurie perkeliami i ,,FastRead 102" kameros kiSenéle. [vertinus skiedimus, pagal formule
suskaic¢iuojama, koks lasteliy kiekis yra 1 ml:

lgsteliy kiekis/ml= suskaiciuoty lgsteliy ploksteléje vidurkis x 107 x skiedimas

Likusi 5 ml lgsteliy suspensija nucentrifuguojama ir resuspenduojama 1 ml terpés.

Atlikus skai¢iavimus, reikiamas kiekis Igsteliy perkeliamas j plokstelés Sulinélius (6000

lasteliy/200 pl terpés), o plokstelé nucentrifuguojama 10 min 1000 g greiciu, kambario
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temperatiiroje. Tokiu biidu, kiekviename Sulinélyje priverstinai suformuojami lasteliy
klasteriai i§ ~6000 lasteliy, kurie formuos sferoidus.

Kas dvi dienas pakei¢iama 50% terpés. Sferoidai auginami 6 dienas, kol tampa
reikiamo dydzio (nuo 500 pm skersmens) ir pasiZymi unikalia savybe - cheminiu

(deguonies, maisto medziagy ir metabolity) gradientu (2.2 pav.).

2.2 pav. Sferoido vaizdas 1, 2, 4 ir 6 augimo dienomis.

2.2.4 RNR skyrimas

2.2.4.1 Visuminés RNR, praturtintos trumpomis nekoduojanc¢iomis RNR
skyrimas 1§ 2D ir 3D kultivuoty lasteliy

Visuminé RNR, praturtinta trumpomis nekoduojanciomis RNR, gryninama
naudojantis ,,mirVANA miRNA Isolation Kit** (Ambion) rinkiniu. Sferoidai surenkami j 15
ml mégintuvelj ir centrifuguojami 2 min 500 g greiciu. Veikiant tripsinu yra atkeliamos
2D lastelés ir centrifuguojamos 5 min 500 g grei¢iu. Maksimaliai pasalinus terpe lastelés
lizuojamos uZzpilant 600 pl lizés buferio ir homogenizuojamos §virk§tu naudojant 21G
dydzio adata (Roth). Ipilama 60 pul ,,Homogenate Additive” tirpalo ir palickama 10 min
leduose. Paskui uzpilama 600 pl fenolio-chloroformo tirpalo, smarkiai supurtoma ir
nucentrifuguojama 7 min 12 000 g greiciu. Atsiskyrusi vandeningoji faz¢ perkeliama i
Svary meégintuvél]j ir uzpilama 96 % etanolio (1, 25 fazés tiirio). Lizato-etanolio miSinys
perkeliamas ant kolonélés ir centrifuguojamas 15 s 10 000 g greiciu. Pratekéjes tirpalas
pasalinamas, o kolonél¢ praplaunama 700 pl miRNA ,,Wash Solution 1” ir
centrifuguojama 10 s 12 000 g grei¢iu. Toliau 2 kartus praplaunama 500 pl ,,Wash
Solution 2/3” tirpalu, kaskart nucentrifuguojant po 10 s 12 000 g greiciu. Pratekéjes

tirpalas pasalinamas, o membrana iSdziovinama, centrifuguojant 3 min 12 000 g grei¢iu.
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Kolonél¢ perkeliama j Svary mégintuvélj, o ant membranos vidurio uzpilama 50 pl iki 95
°C pakaitinto eliucijos buferio bei praé¢jus 1 minutei nucentrifuguojama 30 s 12 000 g
greiciu. I§skirta RNR, praturtinta trumpomis nekoduojanc¢iomis RNR saugoma -70 °C

temperattiroje.

2.2.4.2 RNR skyrimas i$ azote Saldyto, navikinio audinio

Azote Saldyto, navikinio audinio RNR iSskirta naudojantis ,,7he AllPrep
DNA/RNA/Protein Mini Kit" (QIAGEN) rinkiniu. Azote uzsaldytas glioblastomos
meéginys mechaniSkai sutrinamas naudojant skystu azotu atSaldytg piestele ir griistuvele,
neatSildant perkeliamas j 2 ml mégintuvélj ir uzpilamas 350 pl ,,RLT" buferio. Méginys
homogenizuojamas $virkstu naudojant 21G adatg (Roth). Lizatas centrifuguojamas 3 min
maksimaliu grei¢iu. Supernatantas nusiurbiamas ir perkeliamas ant ,,4//Prep DNA spin"
kolon¢lés. Mégintuvélis centrifuguojamas 30 s 8000 g grei¢iu. RNR skyrimui toliau
naudojamas pratekéjes tirpalas. Ant Sio tirpalo uzpilama 250 pl 96% etanolio, gerai
sumaiSoma ir perkeliama ant ,,RNeasy spin" kolon¢lés. Mégintuvélis centrifuguojamas 15
s 8000 g greiciu. Kolonélé patalpinama i Svary mégintuvélj, uzpilama 700 pl ,,RW1"
buferio ir 500 ul ,,RPE" buferio kas kartg nucentrifugavus tokiu paciu rezimu. Pratekéjes
tirpalas pasalinamas, vél uzpilama 500 ul ,,RPE" buferio ir centrifuguojama 2 min 8000 g
grei¢iu. Kolonélé perkeliama j Svary mégintuvélj ir papildomai centrifuguojama 1 min
maksimaliu grei¢iu. Nucentrifugavus kolonél¢ patalpinama 1,5 ml mégintuvélj, ant
kolon¢lés membranos vidurio uzpilama 30 pl vandens be nukleaziy ir centrifuguojama 1

min 8000 g greiCiu. ISskirta RNR saugoma -70 °C temperatiiroje.

2.2.4.3 RNR skyrimas i§ formaline fiksuoty, i parafing jliety audiniy

RNR skiriama naudojant ,,RecoverAlITM Total Nucleic Acid Isolation Kit"
(Thermo Scientific) rinkinj. Parafino méginys skalpeliu surenkamas j 1,5 ml mégintuvélj,
uzpilama 1 ml ksileno ir smarkiai supurtoma. Méginys inkubuojamas 3 min +50°C ir
centrifuguojamas 2 min maksimaliu grei¢iu kambario temperatiiroje. Pasalinus

supernatantg ir uzpylus 1 ml 96% etanolio, mégintuvélis supurtomas ir centrifuguojamas
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2 min tokiu paciu rezimu. Supernatantas atsargiai pasalinamas, nuosédos dziovinamos
kambario temperatiroje 15-45 min. Ant sausy nuosédy uzpilama 100 pl ,,Digestion"
buferio ir jdedama 4 pl proteazés. Méginys inkubuojamas 15 min +50°C ir 15 min
+80°C. Po inkubacijos méginys uzpilamas 395 pl tirpalo, kuri sudaro 120 pl ,,Zsolation
Additive" ir 275 pl 96% etanolio, Svelniai sumaiSoma. Tirpalas perkeliamas ant kolonélés
membranos ir centrifuguojama 30 s 10 000 g greiCiu. Pratekéjes tirpalas pasalinamas, o
kolon¢lés membrana yra praplaunama skirtingais buferiais: 700 pl ,,Wash 1" ir 500 pl
,»Wash 2/3", kaskart nucentrifuguojant po 30 s 10 000 g grei¢iu. Membrana uzpilama 60
ul ,,DNase" miSinio, kuri sudaro 6 pul ,,/0X DNase Buffer", 4 ul ,,DNase" tirpalo ir 50 pl
vandens be nukleaziy. Mégintuvélis inkubuojamas 30 min kambario temperattroje. Po
inkubacijos vél praplaunama 700 pl ,,Wash 1" ir du kartus po 500 ul ,,Wash 2/3"
buferiais, kaskart nucentrifuguojant po 30 s 10 000 g greic¢iu. Mégintuvélis papildomai
nucentrifuguojamas 1 min 10 000 g grei¢iu. Perkélus kolonéle j Svary 1,5 ml mégintuvélj,
RNR atplaunama nuo membranos su 60 pl eliucijos buferiu, inkubuojant 1 min kambario
temperattiroje ir nucentrifuguojant 1 min maksimaliu grei¢iu. ISskirta RNR saugoma -20

°C temperatiiroje.

2.2.5 RNR kokybés jvertinimas

I8skirtos RNR koncentracija ir grynumas jvertinti naudojant ,,NanoDrop 2000
(Thermo Scientific) spektrofotometra, pagal aparato naudojimo instrukcijoje pateikta
protokola. RNR grynumas nustatomas vertinant absorbcijy ties 260 nm ir 280 nm bangy
ilgiais santykj (A260/A280). Vertinant RNR grynuma 260/280 santykis literatiiroje
pateikiamas intervalu 1,8-2,0 ir laikomas tinkamu atlikti geny raiSkos tyrimus.
Nukrypimai nuo $iy reikSmiy dazniausiai parodo baltyminj uzterStuma. Vertinant sugertj
ties 230 nm bangos ilgiu, galimas ir fenolinio uZterStumo jvertinimas: 260/230 santykis
turéty biiti apie 2,0-2,2 (Becker et al., 2010). Taikant AT- kPGR metoda nemaziau
svarbus RNR méginiy integralumas. RNR méginiy kokybé nustatyta naudojant ,,4gilent
RNA6000 Nano Assay" rinkin] ir ,,Agilent Bio-analyzer 2100" kapiliarinés elektroforezés

sistema (Agilent Technologies), pagal aparato naudojimo instrukcijoje pateiktg protokola.
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RNR kokybé¢ jvertinta atsizvelgiant | RIN verte, kuri varijuoja nuo 1 iki 10 ir atitinkamai

nurodo visiSkai degradavusig RNR arba vientisg (Die ir Roman, 2012).

2.2.6 Geny raiskos tyrimas

2.2.6.1 Kopijinés DNR sintezé

Kopijinés DNR sintezé i§ RNR atlikta naudojantis ,,RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit*“ (Thermo Scientific) rinkiniu. Reakcijai naudojama 1 pg RNR iSskirtos i
2D, 3D lagsteliy kultury ir azote Saldytos pacienty biologinés medziagos. | RNR méginius
jdedama 1 pl atsitiktiniy heksameriniy pradmeny ir uzpilama vandens be nukleaziy iki
12,5 pl tirio. ] méginius jpilama 7,5 pl reakcijos miSinio, kurj sudaro: 4 pl 5x buferinio
tirpalo, 0,5 pl 40 U/ul ribonukleaziy slopiklio, 2 ul 10mM dNTP miSinio bei 1 pl 200 U/
ul ,,Revertdid RT* atvirkstinés transkriptazés. Visi reagenty tirpalai ir miSiniai iki pat
reakcijos laikomi Saldomuose stoveliuose. Reakcija vyksta termocikleryje pagal
programa: 10 min +25°C, 60 min +42°C ir 10 min +70°C. Susintetinta KDNR saugoma —

20°C temperaturoje iki panaudojimo.

2.2.6.2 AT- kPGR

Santykinei geny raiskai tirti buvo taikytas atvirkStinés transkripcijos kiekybinis
PGR metodas. Reakcijos atliktos naudojantis ,,Luminaris HiGreen gPCR Master Mix"
(Thermo Scientific) rinkiniu. Vidinei kontrolei naudojami GAPDH ir HPRT atskaitos
genai, kuriy raiska lastelése yra pastovi. Naudoty pradmeny sekos pateiktos PRIEDU 1

lenteléje.

Darbo eiga geny raiskai tirti:
1. Darbo vieta kruopsciai dezinfekuojama.
2. Prie$ naudojima reagentai atitirpinami leduose ir gerai iSmaiSomi purtykle.
3. Paruosiami reakcijos miSiniai (2.3 lentelé), kurie po 9 ul iSpilstomi | atskirus

plokstelés Sulinélius.
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4. ] Sulin¢lius jneSama po 1 pl 10x kDNR tirpalo. Kiekvienas kDNR méginys

jneSamas ] tris Sulin¢lius, reakcijos atsikartojamumui stebéti. Kiekvienam genui

paliekami trys Sulinéliai, j kuriuos vietoje KDNR pilamas vanduo — tai neigiama

kontrolé.

5. Ant paruostos ploksteles uzklijuojama skaidri lipni plévelé, jos krastai

prispaudZiami, apsaugant meginius nuo iSgaravimo kaitinimo metu.

6. Ploksteleé centrifuguojama 2 min 2000 g greiciu.

7. Plokstele jstatoma | PGR termociklerj, nustatoma temperattriné programa (2.4

lentel¢) ir paleidziamas aparatas.

2.3 lentelé. AT- kPGR miSinio sudedamosios dalys ir kiekiai 96 Sulinéliy plokstelei

Komponentai Kiekis 1 reakcijai, pl
Universalus miSinys 2X 5
Tiesioginis pradmuo, 10 pM/pl 0,3
Atvirkstinis pradmuo, 10 pM/ul 0,3
H,O 3,4
kDNR 1
Viso: 10
2.4 lentelé. AT- kPGR programos salygos
Etapai Temperatiira, °C Trukme Cikly skaicius
Pradiné denatiiracija 95 10 min 1
Denatiiracija 95 15s
Pradmeny prisijungimas 60 30s 40
Sintezé 72 30s

2.2.7 MikroRNR raiskos tyrimas

2.2.7.1 Kopijinés DNR sintezé

miRNR atvirkstin¢ transkripcija atlikta naudojantis ,,RevertAid First Strand cDNA

Synthesis Kit*“ (Thermo Scientific) rinkiniu. KDNR sintezés reakcijai naudojama 200 ng

RNR isskirtos i§ 2D, 3D kulttiry Igsteliy ir FFP] méginiy. ] RNR méginius jdedama 1 pl
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200 U/ul ,,RevertAid RT* atvirkstinés transkriptazés ir uzpilama vandens be nukleaziy iki
12,5 pl tirio. ] méginius jpilama 7,5 pl reakcijos miSinio, kurj sudaro: 4 pl 5x buferinio
tirpalo, 1,5 pl vandens be nukleaziy, 0,8 pul 10mM dNTP misSinio, 0,8 pl tiriamos miRNR
pradmens bei 0,4 ul 40 U/ul ribonukleaziy slopiklio. Naudoti pradmenys pateikti
PRIEDU 2 lenteléje. Visi reagenty tirpalai ir miSiniai iki pat reakcijos laikomi
Saldomuose stoveliuose. Reakcija vyksta termocikleryje pagal programg: 10 min +25°C,
60 min +37°C ir 10 min +70°C. Susintetinta KkDNR saugoma —20°C temperatiiroje iki

panaudojimo.

2.2.7.2 AT- kPGR

miRNR raiskai tirti taikytas atvirkstinés transkripcijos kiekybinis PGR metodas.
Reakcijos atliktos naudojantis ,,Luminaris HiGreen gPCR Master Mix" (Thermo
Scientific) rinkiniu, pagal laboratorijoje atidirbta protokola. Vidinei kontrolei buvo

naudojamos atskaitos miRNR - RNU48 ir U6.

Darbo eiga miRNR raiskai tirti:

1. Darbo vieta kruopsciai dezinfekuojama.

2. Prie$ naudojima reagentai atitirpinami leduose ir gerai iSmaiSomi purtykle.

3. Pradmenims praskiesti (5x) paruoSiama 10 mégintuvéliy. | 9 mégintuvélius
ipilama po 8 pl vandens be nukleaziy ir po 2 pl atitinkamo miRNR pradmens. |
10-t3ji mégintuvelj jpilama 72 pl vandens be nukleaziy ir 18 pl universalaus ,,43
down" pradmens. Mégintuvéliai supurtomi ir trumpai nucentrifuguojami. Naudoty
pradmeny sekos pateiktos PRIEDU 3 lentel¢je.

4. ParuoSiami dar 9 Svariis mégintuvéliai, j kuriuos jpilama po 220 pl vandens be
nukleaziy. | kiekvieng tokj mégintuvelj jpilama 9 pl 5x skiesto atitinkamo
pradmens tirpalo ir 9 pl universalaus ,,43 down" pradmens tirpalo. Mégintuvéliai
supurtomi ir trumpai nucentrifuguojami.

5. Paruosiama dar 18 Svariy mégintuvéliy (9 i$ jy skirti 2D kultivuoty lasteliy kDNR
miSiniui, o likusieji - 3D kultivuoty Iasteliy arba biologinés pacienty medziagos

kDNR miSiniui).

25



6. [ kiekvieng mégintuvél]j jpilama po 32 pl atitinkamos miRNR pradmeny miSinio
(4 zingsnis) ir po 8 pl 4x skiestos kKDNR. Siame Zingsnyje pagaminami 9
mégintuvéliai, kuriuose yra po 40 pl 2D kultivuoty lasteliy kDNR ir pradmeny
misinio bei 9 mégintuvéliai, kuriuose yra po 40 pl 3D kultivuoty lasteliy arba
biologinés pacienty medziagos kDNR ir pradmeny miSinio. Mégintuvéliai
supurtomi ir trumpai nucentrifuguojami.

7. Pagaminti miSiniai yra iSpilstomi i tris Sulinélius po 10 pl su 10 pl ,,Luminaris
HiGreen qPCR Master Mix" universaliu miSiniu.

8. Kiekvienai miRNR paliekami trys Sulinéliai i kuriuos jpilama po 10 pl
,Luminaris HiGreen gPCR Master Mix" universalaus misinio, 7,5 pl atitinkamos
miRNR pradmens miSinio (4 zingsnis) ir 2,5 pl vandens be nukleaziy.

9. Ant paruostos ploksteles uzklijuojama skaidri lipni plévelé, jos krastai
prispaudZiami, apsaugant meginius nuo iSgaravimo kaitinimo metu.

10. Plokstelé centrifuguojama 2 min 2000 g greiCiu ir jstatoma j PGR termociklerj.

Nustatoma temperatiiriné programa (2.4 lentel¢) ir paleidziamas aparatas.

kDNR amplifikacija matuojama pagal SYBR Green I dazo fluorescencijos lygj,
registruojamos kiekvieno méginio slenkstinio ciklo Cr vertés. Slenkstinis ciklas — tai
PGR reakcijos ciklas, kuriame méginys pasiekia reikSminga fluorescencijos intensyvuma.
Santykiniai geny ir miRNR raiSkos poky¢iai apskaic¢iuojami AACt metodu (Livak et al.,

2001) pagal formules:
=) AACT .

3

AACT = (CT(P) - CT(K)) tiriamojo geno/miRNR — (CT(P) - CT(K)) atskaitos geno/miRNR,

kur n - raiskos pokytis (kartais); C(K) - kontrolinio méginio slenkstinio ciklo verté;

Cr(P) - tiriamojo meéginio slenkstinio ciklo verté.

Taikant AACt metoda, Cr vertés normalizuojamos ne tik pagal atskaitos geng ar
miRNR, bet ir pagal kontrolinj méginj. Tiriant geny raiSka vidinei kontrolei buvo
naudojami GAPDH ir HPRT atskaitos genai, tuo tarpu tiriant miRNR raiSka, atskaitos
miRNR pasirinktos RNU48 ir U6.
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2.2.8 AT- kPGR reakcijy efektyvumo jvertinimas

AACr analizés metodas taikomas kai tiriamyjy ir atskaitos geny/miRNR
amplifikacijos efektyvumai yra auksti, todél prie§ naudojant §] metoda yra biitina
nustatyti reakcijy efektyvumus kiekvieno tiriamojo geno ir miRNR pradmeny porai.
Pradmeny poros efektyvumas nustatomas vertinant AT- kPGR metu pagausintos kDNR
kiekj remiantis standartine kreive, kuri kuriama kiekvienai pradmeny porai i§ AT- kPGR
metu surinkty ir iSanalizuoty duomeny. Standartiné kreivé grafiskai vaizduoja tiesing
priklausomybg tarp kiekybinio ciklo Cr verciy ir pradiniy standartiniy kDNR méginiy
koncentracijy. Kiekvienos pradmeny poros reakcijos efektyvumas (E) jvertinamas pagal
standartinés kreivés nuokrypio kampg (angl. slope) ir apskaiciuojamas pagal formulg:

-1
E= (10 nuokrypio Eampas)

Pradmeny reakcijos efektyvumas (%) apskaiciuojamas pagal formule:
E % =(E—-1) x 100 %

Idealiu atveju po kiekvieno amplifikacijos ciklo visas reakcijos produkto kiekis
dvigubg¢ja, nuokrypio kampo reik§meé yra lygi —3,32, o reakcijos efektyvumas yra 100%.
Standartinés kreivés koreliacijos koeficiento » reik§mé parodo kaip gerai

eksperimentiniai duomenys atitinka regresijos tiesg, kitaip, ar yra tiesiné priklausomybeé.
Duomeny tiesiSkumas parodo ar amplifikacijos efektyvumas yra vienodas skirtingiems
pradiniams kDNR kiekiams (Kasnauskiené, 2014). Taigi optimizuotos reakcijos
pozymiai yra: 1) r > |-0,99] arba R*> 0,98; 2) amplifikacijos efektyvumas 90-105%; 3)
atsikartojamumas tarp reakcijy (BioRad Laboratories, 2006).

Darbo eiga:

1. Vertinant geny raiSkos kPGR reakcijy efektyvumga reakcijos misinio paruoSimas
analogiSkas AT- kPGR miSiniui (Zr. 2.2.6.2), tuo tarpu vertinant miRNR raiSkos
kPGR reakcijy efektyvuma miSinio paruosimas analogiskas AT- kPGR miSiniui
(zr. 2.2.7.2). Kiekvieno tiriamojo ir atskaitos geno ar miRNR pradmeny porai

paruos$iami atskiri miSiniai ir iSpilstomi po 9 pl (Zr. 2.2.6.2) arba 8 ul (zr. 2.2.7.2).
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2. ParuoSiami 5 arba 4 (dé¢l per maZos pradinés KDNR koncentracijos)
desSimtkartiniai kKDNR skiedimai:

3. Praskiesti kDNR miSiniai supilstomi po 1 pl, vertinant tiriamy geny pradmeny
efektyvuma ir po 2 pl, vertinant tiriamy miRNR pradmeny efektyvuma.
Kiekvienam serijiniam skiedimui skiriami 2 pakartojimai. Kiekvienam tiriamajam
ir atskaitos genui ar miRNR reakcijos miSiniui ruo$iama neigiama kontrolé, kur

vietoje kDNR pilama vandens be nukleaziy.

2.2.9 Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analiz¢ atlikta naudojant ,,GenEx 6.1" (bioMCC, 2016) ir
,Prism 6" (GraphPad Software, 2015) programas. Raiskos skirtumams tarp dviejy grupiy
palyginti taikyti neparametriniai Mann-Whitney ir Wilcoxon kriterijai. Tiesinio ry$io
stiprumui nustatyti taikytas Spearman koreliacijos metodas. Kai apskaiciuota p reikSmé
mazesné uz kritinj lygmenj (p < 0,05), tai skirtumai tarp dviejy grupiy laikomi statistiskai

reikSmingais.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Geny raiskos jvertinimas glioblastomos U-87 lgsteliy linijjos 3D modelingje sistemoje,

panaudojant AT- kPGR

Siekiant pavirtinti laboratorijoje turimus rezultatus, gautus atlickant visuming
glioblastomos U87 linijos 2D ir 3D kultivuoty Igsteliy geny raiskos analize, U-87 lastelés
buvo auginamos 2D ir 3D salygomis 6 dienas, kaip ir atliekant visuming geny raiskos
analizg. ISskyrus visuming RNR ir jvertinus jos integralumg (RIN = 8) atliktos AT- kKPGR
reakcijos pasirinkty geny (CCL20, COL1A2, FGFS5, FGF7, HMGCSI, IL1B, ILIRI,
ILIRAP, ITGAV, ITGB3, POLR3G, PTGS?2) raiskai nustatyti. Geny raiskos tyrimuose
buvo naudoti du atskaitos genai: GABDH ir HPRT.

Pirmame etape buvo jvertintas AT- kPGR reakcijy efektyvumas, reakcijas
atliekant su penkiais deSimtkartiniais KDNR skiedimais. Pagal amplifikacijos kreives
nubréztos standartin€s kreives, paskaiciuoti standartiniy kreiviy nuokrypiai (angl. slope)
bei apskaiciuoti reakcijy efektyvumai (E). PRIEDU 1 paveiksle, kaip pavyzdys,
pateikiamas /L 1B geno AT- kPGR reakcijos efektyvumo jvertinimas: amplifikacijos (A)
ir standartine (B) kreivés. Visy tiriamyjy bei atskaitos geny apskaiciuoti reakcijy
efektyvumai pateko j 90-103% intervala, o koreliacijos koeficientai (R?) visais atvejais
buvo didesni nei 0,98.

AT- kPGR metodu nustatyti geny raiSkos pokyciai patvirtino pokyc¢ius, nustatytus

mikrogardelémis: deSimties geny raiska didéjo, o dviejy — mazéjo (3.1 pav.).
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3.1 pav. Geny raiskos pokyciy, nustatyty AT- kPGR ir mikrogardeliy metodais
glioblastomos U87 linijos 2D ir 3D kultivuotose lastelése, palyginimas. Atskaitos genai —
GABDH ir HPRT.

3.2 Geny raiskos skirtumy glioblastomos audinyje jvertinimas

Siekiant jvertinti tiriamy geny raiSka glioblastomos audinyje, atliktos AT- kPGR
naudojant iRNR i$skirtg i§ 3-jy Zmogaus glioblastomos navikiniy audiniy. Kontrolé —
iRNR skirta i§ glioblastomos U-87 linijos 2D kultivuoty lasteliy, atskaitos genai —
GABDH ir HPRT.

Glioblastomos audinyje nustatyta statistiSkai reikSmingai (p < 0,05) sumazéjusi
CCL20, FGFS5, FGF7, ILIB ir POLR3G geny raiska (atitinkamai 12,9, 10,9 , 12,2, 20,8
ir 5,3 karto) bei padidéjusi HMGCS1 ir ITGAV geny raiska (atitinkamai 9 ir 4,9 karto).
COLIA2, ITGB3, PTGS?2 geny raiskos sumaz¢jimas (atitinkamai 1,9 , 9,9 , 5,9 karto) ir
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ILIRI, ILIRAP geny raiSkos padidéjimas (atitinkamai 1,2 ir 4 karto) statistiSkai

nereikSmingas (p > 0,05) (3.2 pav.).

POLR3G B cBMvs 2D * i
PTGS2- 3Dvs 2D —
ITGAV+ I
HBEs —
IL1R1+ -
IL1RAP- ——
e I
IL1B +
Rl »
e + I
CEEE0: «
COL1A2-
\ . — ‘
30 -20 -10 0 10

Raiskos pokytis, kartais

3.2 pav. Geny raiskos tyrimas glioblastomos audinyje (GBM), *p < 0,05, kontrolé -

glioblastomos U87 linijos 2D kultivuoty lasteliy kultiira, atskaitos genai: HPRT ir

GABDH.

Lyginant GBM audinj su glioblastomos U87 linijos 2D kultivuoty lasteliy kulttira

buvo siekta jvertinti 3D (sferoido) modelinés sistemos tinkamuma eksperimentiniams

glioblastomos tyrimams, palyginant raiSkos skirtumy atsikartojamuma tarp modelinés

sistemos ir biologiniy GBM méginiy bei atrinkti potencialius genus, kuriuos biity

tikslinga tirti toliau ir jais manipuliuoti 3D modelinéje sistemoje. Nustatyta, kad 6 1§ 12

tirty geny (FGF5, HMGCSI, ILIRAP, ILIRI, ITGAV ir POLR3G) patvirtino raiskos
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pokyc¢ius modelinéje sistemoje, taciau statistiSkai reikSmingi skirtumai nustatyti tik
keturivose 18 jy (FGF5, HMGCS1, ITGAV ir POLR3G) (3.2 pav.).

HMGCS] genas, koduojantis 3-hidroksi-3-metilglutaril-KoA sintazg¢, dalyvauja
lipidy metabolizmo signaliniame kelyje, kurio reguliavimas daugelio véZio formy atvejais
yra sutrikes (Pandyra et al., 2015). Taciau Sio geno svarba gliomagenezés procese dar
néra nustatyta. FGF5 genas koduoja fibroblasty augimo veiksniy Seimai priklausantj
baltyma, susijusj su naviko augimo ir invazijos procesais (http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=FGF5&keywords=FGFS5). Paprastai, FGF'5 raiska gliomose yra

padidéjusi, taciau yra atliktas tyrimas, kurio metu nustatyta sumazéjusi $io geno raiska
gliomy lIgsteliy linijose, kuriose taip pat nustatyta sumazejusi FGF receptoriaus
splaisosominio varianto (FGFR-1) raiSka. Manoma, kad Sio receptoriaus variantas yra
svarbus FGFR signaliniame kelyje, Zmogaus gliomy atveju (Sibenaller et al., 2005).
ITGAV genas koduoja integriny Seimai priklausantj baltyma, kuris yra susijes su lasteliy
adhezijos ir signaly perdavimo funkcijomis. Taip pat zinoma, kad /TGAV reguliuoja
naviko progresavimg ir angiogeneze (http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=ITGAV). Padid¢jusig ITGAV raiska glioblastomos audinyje

patvirtina kity autoriy rezultatai: nustatyta, kad /7GAV raiSka yra susijusi su gliomy
piktybiSkumo laipsniu (Franovic et al., 2015). POLR3G geno koduojamas baltymas
katalizuoja DNR transkripcija | RNR bei dalyvauja RNR polimerazés 111 komplekso
stabilizavime (http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=POLR3G). Taip pat,

yra nustatyta, kad jo koduojamo baltymo raiska pasizymi vézinés bei embrioninés
kamieninés lgstelés, dél ko yra skatinama jy proliferacija (Wong et al., 2011). Taciau Sio
geno svarba gliomagenezés procese dar néra patvirtinta.

Vertinant 3D modelinés sistemos tinkamuma eksperimentiniams glioblastomos
tyrimams galima teigti, jog $is modelis dalinai atspindi naviko ir jj supancios aplinkos
sgveikas, taCiau svarbu pabrézti, kad jis atitinka didziaja dalj smegeny naviky modeliams
keliamy reikalavimy, tokiy kaip: modelj turi sudaryti glijos lastelés, histologiné struktiira
turi buti maksimaliai panasi i in vivo navika, turi pasizyméti greitu augimu, o
eksperimentai turi biiti nesunkiai atkartojami. Taip pat §io modelio privalumas, jog ji yra
lengva sukurti, o jo taikymas nesukelia etiniy diskusijy, lyginant su gyviiny modeliais

(Candolfi et al., 2007).
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3.3 MikroRNR raiskos jvertinimas glioblastomos U-87 lasteliy linijos 3D modelingje
sistemoje, panaudojant AT- kPGR

Siekiant pavirtinti laboratorijoje turimus rezultatus, gautus atliekant visuming
glioblastomos U87 linijos 2D ir 3D kultivuoty Iasteliy miRNR raiSkos analizg, U-87
lastelés buvo auginamos 2D ir 3D salygomis 6 dienas. ISskyrus visuming RNR,
praturtinta maZosiomis nekoduojanc¢iomis RNR, atliktos AT- kPGR reakcijos pasirinkty
miRNR (hsa-miR-26a-5p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-30b-5p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-
361-5p, hsa-miR-484) raiskai nustatyti. miRNR raiSka buvo vertinama pagal dvi atskaitos
miRNR - RNU48 ir U6. Kadangi RNU48 miRNR raiska tarp skirtingy tiriamyjy méginiy
buvo homogeniskesné, rezultaty analizei miRNR raiSkos pokyc¢iai buvo normalizuojami
pagal RNU48.

Pirmame etape buvo jvertinamas AT- kPGR reakcijy efektyvumas, reakcijas
atliekant su keturiais deSimtkartiniais KDNR skiedimais. Pagal amplifikacijos kreives
nubréztos standartin€s kreivés, paskaiciuoti standartiniy kreiviy nuokrypiai (angl. slope)
bei apskaiciuoti reakcijy efektyvumai (E). PRIEDU 2 paveiksle, kaip pavyzdys,
pateikiamas RNU48 miRNR AT- kPGR reakcijos efektyvumo jvertinimas: amplifikacijos
(A) ir standartiné (B) kreivés.Visy tiriamyjy bei atskaitos miRNR apskaiciuoti reakcijy
efektyvumai pateko j 90-98% intervala, o koreliacijos koeficientai (R?) visais atvejais
buvo didesni nei 0,98.

miRNR raiskos poky¢iai nustatyti NKS ir AT- kPGR metodais sutapo: penkiy

miRNR raiska didé¢jo, o vienos - mazgjo (3.3 pav.).
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3.3 pav. miRNR raiSkos poky¢iy tarp glioblastomos U87 linijos 2D ir 3D kultivuoty
lasteliy, jvertinty AT- kPGR ir NKS metodais, palyginimas. Atskaitos miRNR — RNU48.

3.4 MikroRNR raiskos skirtumy glioblastomos audinyje jvertinimas

Siekiant jvertinti tiriamy miRNR raiska glioblastomos audinyje, Siy miRNR
raiSka tirta 10-je glioblastomos biologiniy FFP] méginiy, Kontrol¢ - glioblastomos U87
linijos 2D kultivuotos lastelés. Glioblastomos audinyje nustatyta statistiSkai reikSmingai
(p < 0,05) sumazejusi miR-26b-5p, miR-361-5p ir miR-484 raiska (atitinkamai 2,3 , 2,3,
ir 10,3 karto) bei padid¢jusi miR-143-3p raiska (7,5 karto). Vertinant sumazéjusia miR-
26a-5p ir miR-30b-5p raiska (atitinkamai 1,4 ir 1,5 karto) statistiSkai reikSmingy
skirtumy nenustatyta (p > 0,05) (3.4 pav.).
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3.4 pav. miRNR raiskos skirtumai glioblastomos audinyje (GBM), *p < 0,05, kontrole —
glioblastomos U87 linijos 2D kultivuoty Iasteliy kultiira, atskaitos miRNR — RNU48.

Analogiskai geny raiskos tyrimui siekta jvertinti ar atsikartos miRNR raiskos
skirtumai biologiniuose GBM méginiuose, lyginant su miRNR raiskos poky¢iais
modelinéje sistemoje, jvertinti modelinés sistemos tinkamuma bei atrinkti glioblastomos
formavimuisi svarbias miRNR, kurias bty tikslinga tirti toliau. Nustatyti statistiSkai
reikSmingi (p < 0,05) dviejy miRNR (miR-143-3p, miR-484) raiskos skirtumai GBM
audinyje, lyginant su 2D kultivuoty Iasteliy kultiira, patvirtinantys rezultatus gautus
tiriant modeling sistema (3.4 pav.).

Siuo atveju, vertinant 3D modelinés sistemos tinkamuma, nustatytas miRNR
raiSkos pokyc¢iy neatitikimas su miRNR raiska GBM audinyje. Toks rezultatas tikétinas
dél labai didelio GBM heterogeniskumo ir procesy jvairovés, todél nei vienas
eksperimentinis modelis idealiai neatspindés glioblastomos morfologiniy ir biologiniy
savybiy. Nors tridimensinis modelis i§ dalies atkartoja naviko-tarplastelinio uzpildo
sgveikas, taciau pilno $iy sgveiky spektro, lemiamo augimo veiksniy, tarplastelinio
uzpildo baltymy ir hormony derinio jtakos, imituoti nejmanoma (Fomchenko ir Holland,

2006).
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Vis délto nustatyti reikSmingi dviejy miRNR (miR-143-3p ir miR-484) raiSkos
skirtumai, kurie sutampa su rezultatu, gautu tiriant modeling sistema jrodo savo svarba
GBM tyrimuose. Zymiai padidéjusia miR-143-3p raiska GBM audinyje, patvirtina kity
autoriy duomenys, tiriant itin invazyvias GBM lasteliy linijas bei Svieziai paSalinto
naviko, tipines invazijos sritis (perivaskulinius tarpus). Nustatyta, jog panaudojant
prieSprasmius miR-143-3p oligonukleotidus buvo sékmingai nuslopintas invazyvus tirty
GBM lasteliy linijy fenotipas, pagrindziant onkogenines miR-143-3p savybes (Koo et al.,
2012).

Tuo tarpu miR-484 dar néra pakankamai iStirta gliomagenezés procese, taciau
literatiiroje aprasomas atvejis, kuomet padidéjusi miR-484 raiska yra siejama su ilgesne
glioblastoma serganciy pacienty iSgyvenamumo trukme, pagrindziant jos diagnosting ir
prognosting vert¢ (Herman et al., 2015). Idomu, jog kity vézio formy atvejais, miR-484
raiSka taip pat kritiSkai sumaz¢jusi. Nustatyta, kad gimdos kaklelio vézio atveju, miR-484
slopina lasteliy proliferacija ir EMT. Zinant, jog EMT procesas yra be galo svarbus
gliomagenezei, tikétina, $i miRNR turi jtakos GBM naviko metastazavimui ir

invazyvumui (Hu et al., 2017).

3.6 MikroRNR raiskos poky¢iy tarp glioblastomos ir sveiko smegeny audinio jvertinimas

Nustacius miRNR raiskos pokycius modelingje sistemoje ir glioblastomos
audiniuose, siekta jvertinti ar tie patys poky¢iai iSryskés lyginant GBM audinj su sveiku
smegeny audiniu. Lyginti 10 glioblastomos FFP] méginiai su 4 sveiko smegeny audinio
FFP] méginiais (3.5 pav.). Pjiiviuose ribas tarp sveiko audinio ir navikinio jvertino
patologas, remdamasis histologiniais sveiko ir glioblastomos audinio poZymiais.
Nustatyta statistiSkai reikSmingai (p < 0,05) sumaz¢jusi miR-26a-5p, miR-26b-5p, miR-
30b-5p, miR-143-3p, miR-361-5p ir miR-484 raiska (atitinkamai 3,1,2,2,2.4,5,4,2ir
2,6 karto).
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3.5 pav. miRNR raiska glioblastomos ir sveiky smegeny audiniuose,

*p < 0,05. Atskaitos miRNR — RNU48.

Vertinant vieno tiriamojo méginio duomenis stebimos iSskirtys, kuomet tiriant
sveikg smegeny audinj, miRNR raiSka prilygsta raiskai, stebimai glioblastomos audinyje.
Toks rezultatas parodo, kad histologiskai sveikas audinys molekuliniame lygmenyje néra
sveikas. Tai jrodo ypatingai svarby molekuliniy Zymeny vaidmenj glioblastomos
diagnostikoje bei klinikiniy sprendimy pasirinkime. Kadangi gliomoms yra biidinga
difuziné biisena, kuomet navikings lastelés infiltruojasi j sveika smegeny audinj, daznai
to nejmanoma jvertinti atliekant histologinj tyrimga bei pasalinti chirurginés intervencijos
biidu. Tod¢l labai svarbu surasti grandis, kuriose jvyke pokyciai yra susij¢ su vézio
vystymusi ir invazyvumu bei kurti naujus taikiniy terapijos buidus, kovai pries tikslines
lasteles (Davis, 2016).

Visy miRNR raiSka yra sumazéjusi GBM audinyje, lyginant su sveiku smegeny
audiniu, ta¢iau GBM audinj, lyginant su 2D lasteliy kultiira nustatyta padidéjusi miR-
143-3p raiska (3.4 pav.). Tokj rezultata galima paaiskinti tuo, kad 2D lgsteliy kultira néra
sveiko smegeny audinio atitikmuo. Tai Zmogaus glioblastomos lgstelés, kurios 2D

kultivavimo salygomis stokoja jvairiy tarplasteliniy signaly vystytis ir augti. Taip pat
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sumazéjusia miR-143-3p raiska GBM audinyje, lyginant su sveiku smegeny audiniu
patvirtina kity autoriy duomenys (Wang et al., 2014). Remiantis $iy autoriy rezultatais,
suzadinta miR-143-3p raiska slopina naviko angiogenezés ir augimo procesus sutrikdant
N-RAS (angl. neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) transliacija in vivo bei

padidina vaistinio preparato temozolomido efektyvuma in vitro.

3.7 Tiriamy miRNR ir geny raiskos sgsajy su glioblastoma serganciy pacienty

iSgyvenamumu jvertinimas

Nustacius reik§mingus miRNR raiskos pokyc¢ius GBM audinyje, lyginant su
sveiku smegeny audiniu, siekta jvertinti ar Sie poky¢iai turi prognostinés vertés
glioblastoma sergantiems pacientams. Paskaiciuotos koreliacijos tarp miRNR raiskos
GBM audinyje ir glioblastoma serganc¢iy pacienty iSgyvenamumo bei nustatytas
statistiSkai reikSmingas (p < 0,05) atvirkStinis rySys tarp miR-361-5p raiskos ir GBM

serganciy pacienty iSgyvenamumo (3.6 pav.).

r=-08389"

miR-361-5p raiSkos pokytis, kartais
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3.6 pav. Atvirkstiné priklausomybé tarp miR-361-5p raiskos ir glioblastoma serganciy
pacienty iSgyvenamumo, *p < 0,05.
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Remiantis literatiira, toks rezultatas pakankamai prieStaringas, kadangi vieny
autoriy (Wang et al., 2014) duomenimis, sumazéjusi miR-361-5p raiska lemia
padidéjusia VEGF raiska. Zinant, kad VEGF lemia naviko angiogeneze, tikétina, kad
toks veiksnys turéty biiti susijes su trumpesniu pacienty iSgyvenamumu. Wang et al.
eksperimento metu, tiriant iSemine Sirdies liga sergancius pacientus, miR-361-5p
s¢kmingai slopino VEGF raiska, o jos raiskos nutildymas (angl. knock down) ne tik
atktiré VEGF lygj ir angiogeninj endotelio pirmtakiy lasteliy (angl. endothelial
progenitor cell (EPC)) aktyvumg in vitro, bet ir atstaté kraujotaka iSeminése peliy
galiinése. Taip pat, remiantis Siy autoriy duomenimis, Sie atradimai galéty biiti pritaikyti
kovai su naviko angiogenezés procesu. Nustatyta, kad padidéjusi miR-361-5p raiSka
slopino lasteliy migravima ir vaskulogenez¢ iki panasaus lygio, kuris buvo gautas
veikiant EPC Avastin preparatu, kuris yra anti-VEGF monokloninis antikiinas ir
patvirtintas terapinis vaistas kai kuriy vézio formy atvejais, jskaitant glioblastoma.
Remiantis tokiais rezultatais, sintetiniai miR-361-5p oligonukleotidai galéty tapti
terapijos, nutaikytos prie§ VEGF, alternatyva, kuri tikétina biity pigesne, lyginant su
baltyminiais vaistais (pvz.: Avastin).

Tuo tarpu, sumaz¢jusig miR-361-5p raiSka GBM audinyje, lyginant su sveiku
smegeny audiniu patvirtina kity autoriy tyrimo duomenys (Zhang et al., 2017), taciau
eksperimento metu, taip pat nustatyta, kad padidéjusi miR-361-5p raiska reikSmingai
sumazina gliomos lasteliy invazija, migravima ir epitelinj-mezenchiminj virsma (EMT)
bei atvirksciai, tuo tarpu EMT yra svarbus procesas, lemiantis véZio invazyvumg ir
metastazavima.

Remiantis DIANA TOOLS duomeny baze, vienas i§ miR-361-5p taikiniy yra
POLR3G genas. Atlikus koreliacing analize tarp Sio geno raiskos ir glioblastoma
serganciy pacienty iSgyvenamumo, pastebéta, kad POLR3G geno raiska atvirksciai
koreliuoja su iSgyvenamumu (3.7 pav.). Taciau neatlikus papildomy tyrimy didesnéje
imtyje, negalime daryti jokiy iSvady, nors nustatyta miR-361-5p itaka iSgyvenamumui tik

sustiprina $ig hipotezg.
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3.7 pav. Atvirksting priklausomybé tarp POLR3G geno raiSkos ir glioblastoma

serganciy pacienty iSgyvenamumo, r = -1, p > 0,05.

Apibendrinant galime teigti, kad lastelés, auginamos 3D kultiiroje yra potencialus
modelis glioblastomos molekuliniy Zymeny tyrimui, kadangi geny raiska glioblastomos
audinio navikinése lastelése yra panasi | geny raiSka 3D kultivuotoje lasteliy kulttroje.
Taciau mazas miRNR raiskos atsikartojamumas U-87 lasteliy linijoje ir glioblastomos
audinyje parodo, kad miRNR raiSkos reguliavimas audinyje yra kompleksiskesnis ir
miRNR raiska yra labiau priklausoma nuo naviko mikroaplinkos. Tai biitina jvertinti
tiriant miRNR raiska 3D modelinéje sistemoje.

Sio tyrimo metu atkleista molekuliniy Zymeny svarba glioblastomos
diagnostikoje, kadangi histologiniai GBM audinio pozymiai nebiitinai sutampa su GBM
pozymiais molekuliniame lygmenyje. Taip pat nustatyta svarbi miR-361-5p ir jos taikinio
POLR3G s3saja su glioblastoma serganciy pacienty iSgyvenamumu, kurios patikimumas

turéty biiti tikrinamas didesnéje imtyje.
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ISVADOS

. Visuminés geny raiskos ir miRNR skirtumy glioblastomos U-87 linijos 2D ir
3D kultivuotuose lasteliy kultiirose analizé leidZia pasirinkti potencialius
molekulinius Zymenis, kuriy raiSka pasizymi glioblastomos audinio Igstelés.
Pasirinkty geny raiskos palyginimas glioblastomos U-87 linijos 2D ir 3D
kultivuotuose Igsteliy kultiirose ir glioblastomos audinyje atskleidé, kad geny
raiSka glioblastomos audinio navikinése lastelése yra panasi j geny raiska 3D
kultivuotoje lasteliy kulttiroje.

. Nustatyta visy tirty miRNR statistiSkai reikSmingai mazesné raiska
glioblastomos audinyje, lyginant su sveiku smegeny audiniu.

. Nustatytas miR-361 bei jos taikinio POLR3G raiSkos atvirkstinis rySys su

pacienty iSgyvenamumu.
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SANTRAUKA

Glioblastoma - piktybiSkiausia smegeny naviko forma, gydoma chemoterapijos,
radioterapijos arba chirurginés intervencijos biidu. Sios gydymo priemonés tik sudvelnina
ligos simptomus, o vidutin¢ iSgyvenimo trukmeé po diagnozés nustatymo tesiekia 12-15
ménesiy. Egzistuoja daugybé eksperimentiniy glioblastomos modeliy, kuriais siekiama
i$siaiSkinti molekulinius mechanizmus, lemiancius glioblastomos vystymasi ir
invazyvuma, bei ieskoti naujy gydymo budy.

Sio tyrimo tikslas buvo nustatyti pasirinkty geny ir miRNR raiskos skirtumus
glioblastomos U87 linijos 2D ir 3D kultivuotuose lasteliy kultiirose bei glioblastomos
biologiniuose méginiuose ir jvertinti Siuos skirtumus, kaip potencialius molekulinius
VEZi0o Zymenis.

Tyrimo rezultatai atskleidé U87 linijos 3D kultivuojamy lasteliy kultiros modelio
tinkamuma glioblastomos molekuliniams Zymenims tirti, kadangi geny raiska
glioblastomos audinio navikinése Igstelése buvo panasi i geny raiska 3D kultivuotoje
lasteliy kulturoje. AT- kPGR metodu nustatyta statistiSkai reikSmingai mazesné miR-26a-
5p, miR-26b-5p, miR-30b-5p, miR143-3p, miR-361-5p ir miR-484 raiska glioblastomos
audinyje, lyginant su sveiku smegeny audiniu. Taipogi, jvertinus geny ir miRNR sgsajas
su glioblastoma serganciy pacienty iSgyvenamumu nustatytas atvirkStinis rySys tarp miR-
361-5p bei jos taikinio POLR3G geno raiSkos ir glioblastoma serganciy pacienty
iSgyvenamumo. Taciau norint patvirtinti Sio rezultato patikimuma, reikéty tyrimg atlikti
didesnéje imtyje.

Tyrimo metu, glioblastomos audinj lyginant su sveiku smegeny audiniu,
paaiskejo, jog histologiSkai sveikas smegeny audinys molekuliniame lygmenyje gali
pasizyméti navikiniam audiniui biidinga miRNR raiSka. Gauti rezultatai jrodo
molekuliniy Zymeny svarbg glioblastomos diagnostikoje ir tyrime, vystant naujus
gydymo biidus, siekiant pagerinti glioblastoma serganciy pacienty iSgyvenamumg ir

gyvenimo kokybg.
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SUMMARY

Glioblastoma is one of the most aggressive malignant brain tumors and despite
the standard surgery, radiation and chemotherapy, affected individuals has a median
survival of 12-15 months following diagnosis. In order to understand the genetic
mechanisms of tumor initiation and progression lots of different model systems are
employed, but there are still lots of open questions left.

The aim of this study was to evaluate the changes in the expression of gene and
miRNA in glioblastoma U-87 cell line 2D and 3D cultivated cell cultures and
glioblastoma tissues in order to find out the potential biomarkers, which have an
important role in glioma initiation, progression and invasion.

The results demonstrated that U-87 cell line 3D cultivated cell culture is an
appropriate experimental model system for cancer research, because of similar tendencies
of altered gene expression, comparing with glioblastoma tissue.

RT-qPCR analysis revealed a significant decrease of miR-26a-5p, miR-26b-5p,
miR-30b-5p, miR143-3p, miR-361-5p and miR-484 expression in glioblastoma tissue
comparing with normal brain tissue. In addition, the relation between gene and miRNA
expression and survival of glioblastoma patients was evaluated. Correlation analysis has
shown a promising association between miR-361-5p and its target POLR3G gene
expression and survival in glioblastoma patients. However, a significance of this result
should be examined using a larger sample.

Moreover, the analysis of miRNA expression in glioblastoma tissue, comparing
with normal brain tissue has demonstrated different histological and molecular features of
normal brain tissue, approving the significant clinical potential of miRNA to be validated

as diagnostic, prognostic and predictive biomarkers in glioblastoma.
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PRIEDAI

1 lentelé. AT- kPGR geny raiskos tyrimui naudoti pradmenys

Genas

Tiesioginis pradmuo

Atvirkstinis pradmuo

CCL20

5" AGCACTCCCAAAGAACTGGG 3’

5’ CAGAGGTGGAGTAGCAGCAC ¥

COL142

5’ GTTGCTGCTTGCAGTAACCIT 3’

5" AGGGCCAAGTCCAACTCCTT 3’

FGF5

5’ CACTGATAGGAACCCTAGAGGC ¥

5’ CAGATGGAAACCGATGCCC ¥

FGF7

5’ TCCTGCCAACTTTGCTCTACA 3

5’ CAGGGCTGGAACAGTTCACAT 3’

GAPDH

5’ GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3’

5" GAAGATGGTGATGGGATTT 3’

HMGCS1

5‘GATGTGGGAATTGTTGCCCTT 3¢

5‘ATTGTCTCTGTTCCAACTTCCAG 3°

HPRT

5’ CCTAAGATGAGCGCAAGTTGAA 3

5’ CCACAGGACTAGAACACCTGCTAA 3¢

ILIB

5" ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA 3°

5’ GTCGGAGATTCGTAGCTGGA 3’

ILIRI

5" ATGAAATTGATGTTCGTCCCTGT 3’

5" ACCACGCAATAGTAATGTCCTG 3°

ILIRAP

5’ GGGGACTAGACACCATGAGG 3’

5" ACCAGATCAGAGTAAGGCCAG ¥

ITGAV

5" GGCTGCATATTTCGGATTTTCTG 3°

5’ CCATTCAGCTTTGTCGTCTGG 3°

ITGB3

5’ GTGACCTGAAGGAGAATCTGC 3°

5’ CCGGAGTGCAATCCTCTGG 3’

POLR3G

5’ GAGGACGTGCTGCTTATACCT 3¢

5’ CTGTTCTGCGGCATCATCGT 3’

PTGS2

5" ATGCTGACTATGGCTACAAAAGC 3’

5’ TCGGGCAATCATCAGGCAC 3’

2 lentelé. miRNR kDNR sintezei naudoti pradmenys

miRNR Pradmens seka
miR-26a-5p 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGCCTA-3’
miR-26b-5p 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACCTAT-3’
miR-30b-5p 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGCTGA-3’
miR-143-3p 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGAGCTA-3’
miR-361-5p 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGTACCC-3’
miR-484 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACATCGGG-3’
RNU48 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGTCAGAGC-3’
uo6 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAAAATATG-3’

3 lentelé. AT- kPGR miRNR raiskos tyrimui naudoti pradmenys

miRNR Pradmens seka
miR-26a-5p 5'-GCGTTCAAGTAATCCAGGA-3’
miR-26b-5p 5'-GCGGTTCAAGTAATTCAGG-3’
miR-30b-5p 5'-GCGGTGTAAACATCCTACAC-3’
miR-143-3p 5'-GCCTGAGATGAAGCACTG-3’
miR-361-5p 5'-GCGTTATCAGAATCTCCAG-3’

miR-484 5'-TCAGGCTCAGTCCCCT-3’

RNU48 5'- GCGTGCCATCACCGCAGC-3’

U6 5'-GCGCGTCGTGAAGCGTTC-3’
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