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ĮVADAS 

 mikroRNR (miRNR) – tai 18-25 nukleotidų ilgio trumposios baltymų 

nekoduojančios RNR, dalyvaujančios genų raiškos reguliacijoje. Nors 

žmogaus miRNR identifikuotos dar 2000 metais, iki šiol miRNR funkcijos 

ir reikšmė intensyviai tiriama. Remiantis Mirbase v22 duomenų bazės 

duomenimis, šiuo metu žmogaus ląstelėse identifikuota net 2654 

subrendusių miRNR (1), kurios dalyvauja daugelio ląstelėje vykstančių 

procesų reguliacijoje (2). Nustatyta, kad miRNR raiška kinta esant 

vėžiniams susirgimams, širdies sutrikimams, virškinimo sistemos ir 

neurologinėms ligoms. Esant pakitimams ląstelėse, vienų miRNR kiekis 

ląstelėsė didėja, o kitų mažėja, todėl susiformuoja skirtingi miRNR 

profiliai, kuriuos nustačius galima identifikuoti ligos mechanizmą. Be to, 

miRNR pokyčiai gali būti panaudoti kaip biožymenys ligų diagnostikai, 

prognozei ir gydymo parinkimui (3,4). Tokie biožymenys turi didžiulį 

potencialą pritaikymui klinikoje, nes miRNR yra identifikuojamos ir išlieka 

stabilios visuose kūno skysčiuose - kraujo plazmoje ir serume, šlapime, seilėse 

ir motinos piene. Taip pat miRNR lengvai nustatomos ne tik įprastai 

užšaldytuose, bet ir formaline bei parafine užfiksuotuose audiniuose (3). 

 Nustatyta, kad miRNR raiška keičiasi krūtinės kylančiosios aortos 

audiniuose ir kraujo plazmoje, išsivysčius aneurizmai (5). Aortos aneurizma 

susiformuoja, kai aorta išsiplečia 1,5 karto, lyginant su sveika aorta (6). Nors 

krūtinės kylančiosios aortos aneurizma (KAA) nėra dažnas susirgimas, tokio 

tipo aneurizma vystosi be simptomų ir jei liga nenustatoma laiku, KAA gali 

staigiai plyšti bei būti mirtina (7). KAA yra skirstoma į gana daug formų - 

sindromines (Marfano, Loeys–Dietz, Shprintzen–Goldberg, Ehlers–Danlos 

sindromai), šeimyninę nesindrominę ir atsitiktinę. Sindromines KAA formas 

sukelia skirtingos mutacijos, todėl tarpusavyje jos yra labai heterogeniškos. 

Iki šiol daugiausia tirtas Marfano sindromas (8). Tuo tarpu, mes tyrimams 

pasirinkome tik atsitiktinę KAA formą, kuri retai yra siejama su genų 

mutacijomis. 

 Atsitiktinės KAA susiformavimo priežastys nagrinėtos mažai. 

Vystymosi mechanizmo eksperimentai buvo atlikti naudojant kraujagyslių 

lygiųjų raumens ląstelių linijas arba pelės modelius, o tai tik dalinai atspindi 

tikruosius pokyčius susiformuojančius žmogaus audiniuose (9). Taigi, iki šiol 

turime mažai žinių, kodėl ir kaip atsitiktinė KAA išsivysto (10). miRNR raiška 

audiniuose ir kraujo plazmoje, susiformavus atsitiktinei KAA, buvo tirta tik 

tikro laiko PGR metodu ir miRNR gardelėmis (11-13). miRNR sekoskaitos 

tyrimai iki šiol nebuvo daryti, nors tik visumine sekoskaita gali būti 



11 

 

identifikuojamos naujos su kylančiosios aortos aneurizmos atsiradimu 

susietos miRNR. Nustatytos naujos cirkuliuojančios miRNR galėtų būti 

naudojamos kaip biožymenys šios ligos nustatymui, o identifikuoti miRNR 

pokyčiai KAA audiniuose leistų geriau suprasti šios ligos vystymosi 

mechanizmą. 

 Žinoma, kad miRNR gali bręsti net tik kanoniniu brendimo keliu, 

kuriame svarbų vaidmenį atlieka Drosha ir Dicer III tipo egzonukleazės, 

tačiau ir alternatyviais keliais, kai miRNR brendime nedalyvauja vienas iš šių 

baltymų. Nustatyta, kad dalis miRNR gali būti lokalizuotos segtuką 

formuojančiuose intronuose, vadinamuose mirtronuose. Mirtronus vietoj 

Drosha/DGRC8 komplekso kerpa splaisosoma. Tokios subrendusios miRNR 

vadinamos  mirtroninėmis miRNR. Mirtronai gali būti  skirstomi į keturius 

tipus - standartinius mirtronus, 5‘ tipo mirtronus, 3‘ tipo mirtronus ir 5‘ - 3‘ 

tipo mirtronus. Standartiniai mirtronai intronuose sudaro trumpus segtukus, 

5‘ tipo mirtronai 5‘ gale turi nesuporuotas ilgas sekas, 3‘ tipo mirtronai turi 

tokias sekas 3‘ gale. O 5‘ - 3‘ tipo mirtronuose segtukų nesudarančios sekos 

yra 5‘ ir 3‘ introno galuose. Nors bioinformatiškai žinduoliuose identifikuota 

beveik 1000 potencialių mirtroninių sekų (14), tačiau eksperimentiškai 

parodyta, kad tik dviejų žmogaus hsa-miR-877, hsa-miR-1226 ir vieno pelės 

mmu-miR-1224 mirtronines miRNR, lokalizuotas standartiniuose 

mirtronuose, tikrai kerpa splaisosoma (15,16). Taip pat iki šiol tik nustatytas 

tik vienas atvejis kai drozofilos 3‘ tipo mirtroną dme-miR-1017 brendimo 

metu vietoj Drosha/DGRC8 kerpa splaisosoma (17). Taigi, iki šiol nėra aišku 

ar bioinformatiškai nustatytų tiek lokalizuotų standartiniuose, tiek lokalizuotų 

5‘ ar 3‘ galuose intronuose, turinčiuose ilgas sekas, mirtronų brendimas iš 

tikrųjų priklauso nuo splaisingo. Todėl norint įsitikinti, ar šias sekas tikrai 

kerpa splaisosoma, būtina tai patvirtinti eksperimentiškai. Taip pat nebuvo 

žinoma, kaip mirtroninių miRNR brendimą įtakoja splaisingą reguliuojantys 

veiksniai.    

 Nors mirtroninių miRNR brendimo kelias skiriasi nuo kanoninio, 

tačiau veikimo mechanizmas išlieka toks pats (18). Mirtroninių miRNR 

reikšmė biologiniuose procesuose buvo tirta mažai. Identifikuota keletas 

atvejų, kai tokios miRNR dalyvauja vėžinių procesų reguliacijoje (19,20), 

tačiau apie alternatyviu būdu splaisosomos iškerpamų mirtroninių miRNR 

raišką vėžinėse ląstelėse buvo žinoma nedaug.   

 Taigi, šio darbo tikslas buvo ištirti visuminius miRNR raiškos pokyčius 

krūtinės kylančiosios aortos audiniuose ir kraujo plazmoje, susiformavus 

aneurizmai, bei, patvirtinus mirtroninių miRNR brendimo priklausomybę nuo 
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splaisingo, nustatyti mirtroninių miRNR raiškos pokyčius virškinimo 

sistemos vėžinėse ląstelėse ir navikuose. 

UŽDAVINIAI 

1. Visumine sekoskaita identifikuoti miRNR raiškos pokyčius 

žmogaus aortos audiniuose ir kraujo plazmoje, susiformavus 

krūtinės kylančiosios aortos aneurizmai, ir tikro laiko PGR metodu 

patvirtinti pasirinktų miRNR kiekio pokyčius didesnėje mėginių 

imtyje.  

2. Bioinformatiškai nustačius signalinį kelią, kurį įtakoja miRNR, 

kurių raiška pasikeitė žmogaus kylančiosios aortos aneurizmos 

audiniuose, lyginant su sveikais audiniais, ištirti šio signalinio kelio 

pasirinktų genų ir baltymų raišką.  

3. Eksperimentiškai patvirtinti žmogaus potencialių mirtroninių 

miRNR: penkių lokalizuotų standartiniuose mirtronuose miR-1226-

3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p, miR-1236-3p, miR-1238-3p; 

dviejų lokalizuotų 5‘ tipo mirtronuose - miR-3064-3p, miR-6515-

5p; dviejų lokalizuotų 3‘ tipo mirtronuose - miR-3940-5p, miR-

6850-3p; priklausomybę nuo splaisingo proceso.  

4. Nustatyti splaisingo veiksnių SRSF1 ir SRSF2 įtaką mirtroninių 

miRNR brendimui storosios žarnos HCT116 vėžinėse ląstelėse.  

5. Identifikuoti mirtroninių miRNR raiškos pokyčius žmogaus 

virškinimo sistemos vėžinėse ląstelėse bei navikuose.  

MOKSLINIS NAUJUMAS 

Šiame darbe pirmą kartą: 

1. Visumine sekoskaita nustatyti ir tarpusavyje palyginti miRNR 

profilio pokyčiai žmogaus  kylančiosios aortos audiniuose bei kraujo 

plazmoje, susiformavus krūtinės kylančiosios aortos aneurizmai 

(KAA). Identifikuota, kad kraujo plazmos miRNR profilio pokyčiai, 

susiformavus KAA, nepriklauso nuo pasikeitusios miRNR raiškos 

KAA audiniuose.   

2. Žmogaus KAA audiniuose nustatyta išaugusi TGF-β signalinio kelio 

receptoriaus ALK1 geno raiška.  Pirmą kartą nustatyta, kad tik dalyje 

- 27% kraujagyslių lygiųjų raumens ląstelių branduolių padidėja 

transkripcijos veiksnio KLF4 kiekis, kai sveikuose aortos audiniuose 

aukštas KLF4 raiškos lygis nustatomas tik 10% branduolių. 

Transkripcijos veiksnio KLF4 kiekio padidėjimas sukelia 
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kraujagyslių lygiųjų raumens ląstelių fenotipo pasikeitimą į sintetinį, 

ir tai gali būti viena iš priežasčių lemianti tokio tipo aneurizmos 

vystymąsi.  

3. Nustatyta, kad lokalizuotų standartiniuose mirtronuose miR-1227-

3p, miR-1229-3p ir miR-1236-3p brendimas priklauso nuo 

splaisingo ir šios naujai įrodytos miRNR priskirtos mirtroninių 

miRNR tipui. 

4. Nustatyta, kad splaisingo veiksnys SRSF1 skatina mirtroninės 

miRNR miR-1229-3p, o SRSF2 - miR-1227-3p ir miR-1229-3p 

brendimą storosios žarnos HCT116 vėžinėse ląstelėse. 

5. Identifikuota skirtinga mirtroninių miRNR raiška virškinimo 

sistemos vėžinėse ląstelėse, lyginant su su nevėžine HEK293A 

ląstelių linija, bei virškinimo sistemos navikuose, lyginant su 

sveikais audiniais. Taigi, vieni pirmųjų nustatėme, kad mirtroninės 

miRNR gali būti susijusios su vėžiniais procesais bei turi potencialą 

būti naudojamos kaip biožymenys vėžio diagnostikai.   

GINAMIEJI TEIGINIAI 

1. miRNR dalyvauja žmogaus krūtinės kylančiosios aortos aneurizmos 

vystymesi. miRNR, kurių raiška pakinta, esant kylančiosios aortos 

aneurizmai, į kraujo plazmą patenka ne iš kylančiosios aortos 

aneurizmos audinio.  

2. miRNR raiškos pokyčiai krūtinės kylančiosios aortos aneurizmos 

audiniuose gali įtakoti TGF-β signalinio kelio pakitimus bei 

pasikeitusią dalies kraujagyslių lygiųjų raumens ląstelių 

diferenciacijos stadiją – dėl dalyje ląstelių išaugusio transkripcijos 

veiksnio KLF4 kiekio padaugėja ląstelių, pasižyminčių sintetiniu 

fenotipu. 

3. Tik dalies bioinformatiškai nustatytų mirtronų brendimas priklauso 

nuo splaisingo. 

4. Splaisingo veiksniai SRSF1 ir SRSF2 storosios žarnos HCT116 

vėžinėse ląstelėse įtakoja mirtroninių miRNR brendimą. 

5. Mirtroninės miRNR yra susijusios su vėžiniais procesais žmogaus 

virškinimo sistemos vėžinėse ląstelėse ir navikuose. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1 miRNR reikšmė, brendimas ir funkcijos 

 miRNR dalyvauja beveik visuose ląstelėje vykstančiuose procesuose 

tokiuose kaip vystymasis, ląstelių diferenciacija, ląstelių homeostazės 

palaikymas ir kiti (2). Šios trumposios RNR yra sutinkamos augaluose ir 

gyvūnuose (21). miRNR raiškos pokyčiai yra susiję su daugeliu 

neurologinių, širdies ir kitų organų ligų, taip pat vėžio vystymusi (22). 

Delecijos miRNR brendime dalyvaujančių RNR karpančių baltymų - III 

tipo RNazių, atpažįstančių ir kerpančių dvigrandes RNR, Dicer arba 

Drosha genuose lemia pelės embrionių žūtį (23,24). Mirbase v22 duomenų 

bazėje yra paskelbta, kad žmogaus ląstelėse yra identifikuotos 1917 pre-

miRNR ir 2654 iš jų subrendusių miRNR (1). Nustatyta, kad miRNR gali 

reguliuoti  daugiau nei 60% ląstelėje esančių genų raišką (25). Taip pat 

identifikuota, kad miRNR yra specifiškai sintetinama audiniuose (26).  

1.1.1  Kanoninis miRNR brendimo kelias gyvūnuose 

 miRNR brendimas gyvūnuose ir augaluose yra skirtingas (21). Gyvūnuose pri-

miRNR (angl. primary miRNA) nuo DNR yra nurašoma RNR polimerazės II 

(27). pri-miRNR gali kilti iš egzonų, intronų bei tarpgeninių sričių bei ilgų 

nekoduojančių RNR (1.1 pav.) ir gali būti sudaryta tik iš vienos miRNR arba 

iš klasterį sudarančių kelių miRNR (28). pri-miRNR branduolyje yra kerpama 

heterotrimerinio mikroprocesoriaus komplekso, sudaryto iš RNazės Drosha bei dviejų 

RNR surišančių DGCR8 baltymų. Drosha atpažįsta apatinę segtuko dalį, kur dvigrandė 

RNR pereina į viengrandę. DGCR8 jungiasi prie viršutinės segtuko dalies (29). Po 

kirpimo susiformavęs apie 70 nt ilgio pre-miRNR (angl. precursor-miRNA) segtukas 

jungiasi su eksportinu-5 ir yra transportuojamas per branduolio poras į citoplazmą. 

Kadangi užslopinus eksportiną-5, miRNR vis tiek patenka į citoplazmą, manoma, kad 

galimi kiti miRNR pernašos keliai (30). Citoplazmoje pre-miRNR sąveikauja su Dicer 

ir RNR surišančiais baltymais TRBP ir PACT. Dicer veikia kaip molekulinė liniuotė ir 

kerpa pre-miRNR, TRBP ir PACT baltymai šią saveiką stabilizuoja. Abi RNazės 

Drosha ir Dicer nepasižymi itin tiksliu kirpimu. Todėl subrendusios miRNR sekos 

tarpusavyje varijuoja ilgiu ir susiformuoja skirtingi izomirai (detaliau aprašyta 1.1.3.2 

skyriuje) (31,32). Nukreipančioji miRNR grandinė jungiasi su Argonauto baltymais 

(AGO), suformuojamas genų raiškos slopinime dalyvaujantis miRISC kompleksas. 

Kita lydinčioji grandinė degraduojama (33). Iš 5’ segtuko galo kylanti subrendusi 

miRNR žymima 5p, iš 3’ segtuko galo - žymima 3p. Dažniausiai ląstelėje viena forma 

(5p arba 3p) yra paplitusi labiau nei kita (34). 
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1.1 pav. Kanoninis miRNR brendimo kelias. miRNR nuo DNR yra nurašoma 

RNR polimerazės II. pri-miRNR branduolyje yra kerpama mikroprocesoriaus 

komplekso, sudaryto iš RNazės Drosha ir RNR surišančio DGCR8 baltymo 

Susiformavusi pre-miRNR kartu su eksportinu-5 ir yra pernešamas į citoplazmą. 

Citoplazmoje Rnazė Dicer sąveikauja su TRBP ir kerpa pre-miRNR. Nukreipančioji 

miRNR grandinė jungiasi su Argonauto baltymais, suformuojamas miRISC 

kompleksas, kita lydinčioji grandinė dažnai yra degraduojama. miRISC kompleksas 

dalyvauja genų raiškos slopinime. Modifikuota pagal (34). 

1.1.2  miRNR veikimo mechanizmas 

 Subrendusi miRNR veikia kartu su AGO baltymais. AGO baltymai 

sudaryti iš keturių pagrindinių domenų – N-galinio, PAZ, MID ir PIWI (1.2 

pav. A). L1 linkerinė seka jungia N-galinį domeną su PAZ, L2 linkerinė 

seka - PAZ su MID. MID ir PIWI domenai suriša miRNR 5‘ galą, su 3‘ galu 

jungiasi PAZ  (35). Žinduoliuose sutinkami keturi AGO baltymai – AGO1, 

AGO2, AGO3, AGO4. AGO2 baltymo kiekis ląstelėse yra didžiausias ir  

tik šis baltymas, esant pilnam taikinio komplementarumui, gali kirpti iRNR. 

Kiti AGO baltymai iRNR nekerpa (36). Dauguma miRNR gali jungtis su 

visais keturiais AGO baltymais, vis dėlto yra atvejų, kad jungiasi tik 

specifiškai su vienu AGO baltymu (37,38).  
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1.2 pav. miRNR veikimas. A) AGO baltymai sudaryti iš keturių domenų – N-

galinio, PAZ, MID, PIWI, ir dviejų linkerinių sekų L1 ir L2. miRNR taikiniai yra 

3‘ iRNR gale, miRNR-iRNR sąveikai svarbi „grūdo“ seka, t1A nukleotidas bei 

papildoma sąveika tarp 13-16 nt; B) Viena miRNR gali veikti šimtus genų, taip pat 

vieną geną gali veikti kelios miRNR; C) AGO pritraukia GW182 baltymą, kuris 

sąveikauja su PABPC ir pritraukia adenilo grupę nukerpantį kompleksą PAN2-

PAN3 bei CCR4-NOT kompleksą. DCP1-DCP2 kompleksas pašalina 5‘„kepurę“ 

ir iRNR yra sukarpoma 5‘-3‘ egzonukleazės XRN1. Jei miRNR-AGO slopina 

eIF4A-I arba eIF4A-II prisijungimą prie iRNR, yra slopinama transliacija. 

Modifikuota pagal (39).  
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 miRNR taikiniai dažniausiai yra iRNR 3‘ baltymo nekoduojančiame 

rajone (3‘UTR). Su iRNR sąveikauja pirmaisiais 2-8 nukleotidais, ši seka 

vadinama „grūdo“ seka (40) (1.2 pav. A). miRNR, turinčios panašias 

„grūdo“ sekas, sudaro šeimas (41). Stipriausia sąveika tarp miRNR ir iRNR 

vyksta tada, kai „grūdo“ sekos 2-8 nukleotidai komplementariai jungiasi su 

iRNR, bei iRNR pirmas nukleotidas (dar vadinamas t1A) prieš „grūdo“ 

seką yra adeninas. t1A nukleotidą atpažįsta Ago baltymai (42-44). Kai 

sąveika vyksta tarp 2-7 arba 3-8 nukleotidų, grandinės susiriša žymiai 

silpniau (43). Papildoma sąveika tarp 13-16 nukleotidų gali įtakoja iRNR 

atpažinimą ir miRNR, su tomis pačiomis „grūdo“ sekomis, nukreipti prie 

skirtingų iRNR (45). Viena miRNR gali veikti šimtus genų, tačiau tokiu 

atveju poveikis genų raiškai yra silpnas (46), taip pat vieną geną gali veikti 

kelios miRNR (1.2 pav. B) (47). 

 Kai miRNR-AGO kompleksas susiriša su iRNR, yra arba slopinama 

transliacija, arba skatinama iRNR degradacija. iRNR sukarpymas vyksta 

66-90% atvejų (1.2 pav. C) (48). AGO pritraukia GW182 baltymą, kuris 

sąveikauja su adenilo grupę prijungiančiu baltymu PABPC, ko pasekoje 

prisijungia adenilo grupę karpantis PAN2-PAN3 bei transkripciją 

skatinantis CCR4-NOT kompleksai. Po adenilo grupės pašalinimo, prie 

iRNR jungiasi DCP1-DCP2, kuris nukerpa iRNR 5‘„kepurę“. Toliau iRNR 

sukarpo 5‘-3‘ egzonukleazė XRN1 (49-52). Kai miRNR-AGO kompleksas 

sukelia transkripcijos iniciacijos faktorių eIF4A-I arba eIF4A-II disociaciją 

nuo iRNR - transliacija yra slopinama (53).  

 miRNR biogenezės kelio baltymų Drosha, DGCR8, Dicer ir AGO 

aktyvumas gali būti keičiamas prie jų prijungant fosfato grupę, bei 

ubikvitino arba SUMO baltymus (1.3 pav).  

 Su miRNR brendimu yra glaudžiai susijęs MAPK signalinis kelias. 

MAPK signalo pasekoje yra stipriai fosforilinamas DGCR8, kas lemia 

sustiprėjusį mikroprocesoriaus, sudaryto iš Drosha bei DGCR8 baltymų, 

aktyvumą ir išaugusią miRNR raišką. Jei fosfato grupė yra prijungiama prie 

TRBP, sustiprėja Dicer-TRBP komplekso stabilumas ir taip pat yra 

aktyvinama miRNR raiška (54). Galima ir priešinga reguliacija - streso 

atveju MAPK aktyvina p38, kuris prijungia fosfato grupę prie DGCR8, 

todėl susilpnėja jo sąveika su Drosha ir tai lemia šio baltymo degradaciją 

bei ląstelių žūtį (55).   

 Taip pat fosfato grupė gali būti prijungiama ir prie AGO baltymų. Šiuo 

atveju dažniausiai yra modifikuojamos trys baltymo pozicijos: L2 linkerinė 

seka (Ser 387 ir Tyr 393), MID domeno (Tyr 529) ir PIWI (Ser 824, Ser 

828, Thr 830, Ser 831 ir Ser 834). Jei fosfato grupė yra prijungiama L2 
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linkerinėje sekoje prie Tyr 393 - miRNR raiška gali būti slopinama. 

Nustatyta, kad esant hipoksijai ir sustiprėjus EGFR signaliniui keliui bei 

RAS aktyvumui yra fosforilinama Tyr 393 padėtis, kas lemia, kad AGO 

suriša žymiai mažiau miRNR (56). Priešingai, prijungiant fosfato grupę L2 

linkerinėje sekoje prie Ser 387 padėties yra skatinamas miRISC komplekso 

susiformavimas (39).   

 

1.3 pav. miRNR brendimo veiksnių modifikacijos. Prie Drosha, DGCR8, Dicer 

ir AGO baltymų gali būti prijungamos fosfato grupės, bei ubikvitino arba SUMO 

baltymai, taip aktyvinant arba slopinant miRNR brendimą. Su šių modifikacijų 

reguliacija yra susijęs MAPK ir EGFR signaliniai keliai. Taip pat svarbi ir 

ubivitino ligazė MDM2, slopinanti p53 baltymą. Modifikuota pagal (57). 

 E3 ubivitino ligazė MDM2 (slopinanti p53 baltymą) gali prie Drosha 

prijungti ubikvitiną ir lemti šio baltymo degradaciją (58). Jei ubikvitino 

baltymas yra prijungiamas prie AGO2 tai sukelia visų ląstelėje esančių 

miRNR raiškos sumažėjimą (59).  

 Taip pat prie DGRC8 gali būti prijungiamas SUMO baltymas. Tokiu 

atveju yra blokuojamas ubikvitino prijungimas ir kompleksas 

stabilizuojamas (60). Tačiau taip modifikuojamas AGO2 baltymas gali būti 

ir destabilizuojamas (61), ko pasekoje sustiprinamas iRNR tildymo 

efektyvumas (62). 
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1.2 miRNR raiškos reguliacija 

 miRNR raiška pirmiausia yra reguliuojama transkripcijos lygmenyje. 

Taip pat gali būti redaguojamos miRNR sekos. Be to, miRNR gali būti 

laikinai „surišama“ konkuruojančių ilgųjų RNR (ceRNR), taip sumažinant 

laisvos miRNR, galinčios sąveikauti su komplemetaria iRNR, kiekį. 

1.2.1  miRNR transkripcijos reguliacija 

 miRNR gali būti lokalizuota genų egzonuose, intronuose bei 

tarpgeninėse srityse (1.4 pav.). Jei miRNR yra randama geno egzone ar 

introne, dažniausiai miRNR transkripcija vyksta nuo geno, kuriame jos 

sutinkamos, promotoriaus. Visgi, miRNR, lokalizuotos geno intronuose, 

gali turėti ir savo atskirą promotorų ir jų raiška gali būti nepriklausoma nuo 

geno. Jei miRNR sutinkama tarpgenineje sekoje, miRNR yra nurašoma nuo 

savo nepriklausomo promotoriaus (63). Ne visų miRNR genų promotorių 

vietos yra žinomos (34).  

 Nustatyta, kad skirtingų miRNR genai gali būti išsidėstę šalia vienas 

kito. Tokios miRNR sankaupos vadinamos miRNR klasteriais. Šiems 

klasteriams būdinga tai, kad jie yra kartu nurašomi nuo vieno promotoriaus, 

visgi vėliau kiekviena miRNR gali būti reguliuojama skirtingai ir veikti  

kartu arba atskirai (64,65).  

 Taip pat miRNR raiška gali būti reguliuojama epigenetiškai - keičiant 

DNR metilinimą (66) ar histonų modifikacijas (67).  

 

1.4 pav.miRNR lokalizacija. miRNR gali būti lokalizuota tarpgeninėse srityse, 

genų egzonuose bei intronuose. Jei miRNR genai išsidėsto šalia vienas kito 

suformuojami miRNR klasteriai. 
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1.2.2  miRNR sekų redagavimas 

 miRNR seka 5‘ ar 3‘ gale gali būti redaguojama dėl netikslaus Drosha 

arba Dicer kirpimo, egzonukleazių, nukleotidų transferazių veikimo. Taip 

pat miRNR seka gali keistis veikiant adenozino deaminazei (angl., double-

stranded RNA-specific adenosine, ADAR) (32).  

 Subrendusi miRNR gali skirtis ilgiu arba/ir seka, ir tokios miRNR 

vadinamos izomirais. Izomirai yra skirstomi į 5‘ izomirus, 3‘ izomirus arba 

vidinius izomirus. Kai papildomi nukleotidai identifikuojami 5‘ miRNR 

gale, sutinkami 5‘ izomirai, kai 3‘ gale - 3‘ izomirai. Jei miRNR nukleotidai 

yra pakeičiami sekos viduryje - susiformuoja vidiniai izomirai (32). 

Dažniausiai ląstelėse yra sutinkami 3‘ izomirai. Su iRNR miRNR 

sąveikauja 5‘ gale esančiais nukleotidais, todėl tikėtina, kad 3‘ izomirai 

negali veikti skirtingų iRNR, tačiau tarpusavyje skiriasi savo stabilumu ir 

aktyvumu. Parodyta, kad 21 nt ilgio miR-122-5p 3‘ izomiras silpniau rišasi 

su hepatito C viruso RNR nei ilgesni 3‘ izomirai (68).  

 Iš viso žmoguje yra nustatyta 12 nukleotidų transferazių, iš jų 

septynios yra susijusios su miRNR 3‘ galo modifikacijomis. Dažniausiai 

prie miRNR yra jungiamos uridilo ir adenilo grupės. Šios modifikacijos 

vyksta specifiškai ir priklauso nuo audinio, ląstelių tipo, vystymosi stadijos 

ir ligų (69). Nustatyta, kad kepenų ląstelėse GLD2 prie 3‘ galo 

prijungdamas adenilo grupę stabilizuoja miR-122-5p (70). Uridilo grupę 

prie miRNR prijungia uridililtransferazės, TUT7, TUT4 ir TUT1. Įvykus 

šiai modifikacijai, priešingai, nei prijungus adenilo grupę, miRNR gali būti 

degraduojama. Nustatyta, kad TUT4 prijungus uridilą prie miR-26b-5p 

adenokarcinomos ląstelėse, IL-6 iRNR, su kuria ši miRNR sąveikauja, 

kiekis išauga. Nukleazė, kuri šiuo atveju karpo miRNR nėra žinoma (71). 

Drozofiloje yra nustatyta Nibbler 3‘-5‘ egzonukleazė, kuri sąveikaudama 

su AGO, kerpa nukleotidus 3‘ miRNR gale (72). Neurospora crassa 

grybuose rastos dvi šio tipo nukleazės – RNR egzosoma bei QIP (73). 

Žinduoliuose iki šiol nėra rasta šių egzonukleazių homologų (39). 

 Kai papildomi nukleotidai pridedami 5‘ gale, įvyksta „grūdo“ sekos 

pasikeitimas, ir tai gali turėti dramatišką reikšmę genų reguliacijoje. 

Nustatyta, kad miR-133a-3p ir miR-133a-3p 5‘ gale turintis uracilą 

izomiras veikia skirtingas iRNR kardiomiocituose (74). Priešingai 3‘ 

izomirams, kurie nėra specifiški ląstelių tipui, 5‘ izomirai yra specifiškai 

sintetinami ląstelėse (75,76).  

 Taip pat pri-miRNR dažnai sąveikauja su ADAR, kuri adenoziną 

verčia inozinu. Inozinas splaisingo ar iRNR transliacijos metu yra 
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atpažįstamas kaip guanozinas ir taip suformuojami vidiniai izomirai. 

ADAR redaguoja net 16% miRNR žmogaus smegenų ląstelėse (77). miR-

376 yra redaguojama visada, nes dėl to keičiasi „grūdo“ seka (78).  

1.2.3  Reguliacija „surišant“ miRNR 

 Konkuruojančios RNR (ceRNR, angl. competing endogenous RNAs) – 

tai tokios RNR, kurios gali laikinai „surišti“ miRNR ir sumažinti laisvos 

miRNR, galinčios sąveikauti su komplementaria iRNR, kiekį. ceRNR gali 

būti ilgos nekoduojančios RNR, žiedinės RNR, pseudogenai bei iRNR. Vis 

dėlto ši konkuruojančių RNR hipotezė iki šiol išlieka ginčytina ir daugėja 

ją paneigiančių tyrimų.  Dažnai pakėlus ceRNR kiekį ląstelėse, iRNR 

kiekis, su kuria sąveikauja miRNR, sumažėja silpnai (79,80). Taip pat 

identifikuota, kad tam, kad ceRNR veiktų, reikia žymiai didesnės ceRNR 

koncentracijos nei sutinkama ląstelėse (79,81).  

 Buvo identifikuota, kad žiedinė RNR CDR1 kaip kempinė gali surišti 

miR-7-5p. HEK293 ląstelėse identifikuota, kad išveiklinus CDR1 geną, 

geno FOS iRNR kiekis, su kuria sąveikauja miR-7-5p, raiška sumažėja. 

Taip pat pelės smegenų audiniuose nustatyta tarpusavyje persidengianti 

CDR1 ir miR-7-5p raiška (82,83). Tačiau, išveiklinus CDR1 geną pelėse, 

priešingai nei ląstelių linijoje, sumažėjo miR-7-5p raiška, o geno FOS iRNR 

– išaugo. Taip pat buvo pažeistos pelės smegenų funkcijos. Manoma, kad 

CDR1 stabilizuoja miR-7-5p, ir tokiu būdu yra būtina normaliai smegenų 

veiklai (84).  

1.3 Cirkuliuojančios miRNR 

 miRNR patenka į visus kūno skysčius ir juose išlieka stabilios. 

Cirkuliuojančios miRNR buvo identifikuotos kraujo plazmoje (85), serume 

(86), seilėse (87), šlapime (88), motinos piene (89). Tokios miRNR kūno 

skysčiuose sutinkamos apgaubtos mikropūslelėmis (90), apoptotiniuose 

kūneliuose (91), egzosomose (92) arba susirišusios su AGO bei su RNR 

sąveikaujančiais RNP baltymais ir nėra susijusios su mebraninėmis 

struktūromis. AGO baltymai pasižymi dideliu atsparumu nukleazėms, todėl 

apsaugo užląstelinę miRNR (93). Manoma, kad daug cirkuliuojančių miRNR 

gali būti nesusirišusios nei su baltymais, nei su pūslelėmis, tačiau tokios 

miRNR yra labai nestabilios ir greitai degraduojamos nukleazių. Taip pat 

maža dalis tokių laisvų miRNR gali susirišti su didelio tankio lipoproteinais 

(94).  

 Nustatyta, kad cirkuliuojančių miRNR profiliai plazmoje ir serume 

skiriasi (95,96). Nėra aišku, ar tie skirtumai kyla dėl skirtingų serumo ir 
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plazmos savybių, ar RNR gryninimo būdų.  Visgi, gali būti, kad dalis miRNR 

į serumą patenka trombocitų krešėjimo metu, ir tai lemia plazmos bei serumo 

cirkuliuojančių miRNR skirtumus (97,98).  

 Šiuo metu vyrauja dvi hipotezės, kodėl miRNR patenka į kūno skysčius. 

Manoma, kad miRNR gali veikti kaip ląstelių tarpusavio signalas, arba kad 

tokia miRNR tiesiog yra “šalutinis“ ląstelių produktas ir į užląstelinę erdvę 

patenka tiesiog suyrant ląstelėms. Abi teorijos yra pagrindžiamos 

eksperimentais ir tikėtina, kad abu atvejai yra teisingi. Yra nustatyta, kad 

cirkuliuojanti miRNR gali turėti itin svarbią reikšmę signalo perdavime (99). 

Identifikuota, kad miR-105-5p yra sekretuojama vėžinių ląstelių ir patekusi į 

kraujagyslių endotelio ląsteles, slopina glaudžiųjų jungčių formavimąsi ir taip 

palengvina vėžinių ląstelių migraciją (100). MiR-126-3p apoptotiniuose 

kūneliuose patekusi į kraujagyslių ląsteles slopina chemokino CXCL12 

raišką, taip stabdydama aterosklerozės progresavimą (91). Yra daugybė kitų 

panašių pavyzdžių (101,102).  

 

1.5 pav. miRNR patekimo į egzosomas mechanizmai. Į egzosomas miRNR gali 

nukreipti ilgos nekoduojančios RNR bei specifiškai ir nespecifiškai su miRNR 

sąveikaujantys su ribosomomis susirišantys baltymai RBP. Taip pat patekimui į 

pūsleles turi įtakos 3‘ galo modifikacijos bei AGO2 fosforilinimas. Modifikuota pagal 

(39). 
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 miRNR esančios pūslelėse gali skirtis nuo esančių ląstelių citoplazmoje 

(92,103). Kaip miRNR yra specifiškai ir tikslingai atrenkama bei patenka į 

užląstelinę ertmę nėra žinoma. Identifikuota, kad vėžinėse prostatos ląstelėse 

ilgosios nekoduojančios RNR gali surišti miRNR ir taip nukreipti miRNR į 

egzosomas (104) (1.5 pav.). Nustatyta, kad pūslelėse esantys su ribosomomis 

susirišantys baltymai RBP gali specifiškai sąveikauti su miRNR 3‘ gale 

esančiomis sekomis (105,106). Taip pat, nors specifinių sąveikos sekų ir nėra 

nustatoma, RBP baltymai YB1 arba MVP gali nukreipti miRNR į egzosomas 

(107,108). Parodyta, kad miRNR 3‘ gale esančios modifikacijos gali lemti šį 

paskirstymą. Prijungta uridilo grupė skatina miRNR patekimą į pūsleles, 

adenilo grupė – slopina (109). Taip pat, identifikuota, kad dėl MAPK 

signalinio kelio sukelto AGO2 fosforilinimo Ser 387 padėtyje yra slopinamas 

miRNR patekimas į egzosomas (110). 

1.4 Nekanoniniai miRNR brendimo keliai  

 Kanonininiame miRNR brendimo kelyje svarbų vaidmenį atlieka Drosha 

ir Dicer baltymai, tačiau yra ir alternatyvių miRNR biogenezės kelių, kuriuose 

gali nedalyvauti bent viena iš šių RNazių (1.6 pav).  

1.4.1  Nuo Dicer nepriklausomas brendimas 

 Nuo Dicer nepriklausomas miRNR brendimo kelias yra labai retas. 

Identifikuota, kad eritrocitams specifinės pre-miR-451 segtukas yra 

trumpesnis nei įprastai (17 bp vietoj 22 bp), dėl to jos negali kirpti Dicer. Pre-

miR-451 sąveikauja su AGO2 baltymu, kuris kerpa segtuką ir 3p grandinę. 

Ribonukleazė PARN nukerpa likusios 5p grandinės 3‘ galinius nukleotidus ir 

suformuojama subrendusi 23 nt ilgio miR-451. Taip pat, nustatyta, kad ir 

nedalyvaujant PARN, susidariusi 30 nt ilgio miR-451 yra aktyvi (111,112). 

Kita eritrocitų miRNR miR-486 yra kerpama Dicer ir AGO2. AGO2 pašalina 

lydinčiąją miRNR grandinę (113).  

1.4.2  Nuo uridilo grupės prijungimo priklausomas brendimas 

 Jei pre-miRNR 3’ gale turi tik 1 nt iškyšą (II tipo pre-miRNR, let-7, 

miR-105 ir kt.), vietoj standartinės 2 nt iškyšos (I tipo pre-miRNR), prie 

trumpesnės pre-miRNR TUT2, TUT4 ar TUT7 fermentai prijungia uridilo 

grupę. Ši modifikacija yra reikalinga Dicer kirpimui (114,115). 
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1.6 pav. Nekanoniniai miRNR brendimo keliai. miRNR gali bręsti nuo Dicer (miR-

451) arba Drosha/DGCR8 nepriklausomu keliu (mirtroninės miRNR bei miRNR 

kilusios iš snoRNR ir tRNR). Taip pat, jei miRNR turi tik 1 nt iškyšą, vietoj 

standartinės 2 nt, sutinkamas nuo uridilinino priklausomas brendimo kelias. 

Modifikuota pagal (34).  

1.4.3  Nuo Drosha ir DGCR8 nepriklausoma miRNR biogenezė 

1.4.3.1  miRNR kilusios iš mažųjų branduolėlio arba transportinių RNR 

 miRNR nepriklausomai nuo Drosha ir DGCR8 gali kilti iš mažųjų 

branduolėlio RNR (angl., small nucleolar RNA, snoRNR), transportinių RNR 

(tRNR) bei per anksti įvykus transkripcijos terminacijai iš iRNR (angl., 

endogenous-shorthairpin RNA, endo-shRNR) (1.6 pav).  

 snoRNR antrinę struktūrą sudaro du tarpusavyje sujungti į pre-miRNR 

panašūs segtukai (Ender et al., 2008). Pirmoji miRNR susiformuojanti iš 

snoRNR buvo nustatyta gana seniai ir pavadinta ACA45. Manoma, kad maža 

dalis ACA45 iš branduolio pernešama į citoplazmą, kur ją iškart kerpa Dicer, 

kad susidarytų subrendusios miRNR dupleksas (116). Vėliau buvo atrasta 

daugiau iš snoRNR kylančių miRNR, tarp kurių yra anksčiau kanoninėmis 

miRNR laikytos miR-664 (kyla iš ACA36b), miR-1248 (kyla iš HBI-61), 

miR-1291 (kyla iš ACA34) (117). Toliau tęsiant tyrimus identifikuota, kad iš 

snoRNR 3‘ galo gali susiformuoti 20-24 nt ilgio trumposios RNR, o iš 5‘ galo 

- kilti 17-19 nt ir ilgesnės nei 27 nt RNR. Nėra aišku, kaip veikia šios 
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trumposios RNR, nes dauguma tokių RNR nesąveikauja su AGO baltymais 

(118). Visgi,  nustatyta, kad  trumpoji RNR kilusi iš snoRNR-93 veikia kaip 

miRNR ir slopina geno PIPOX raišką, taip skatindama krūties vėžinių ląstelių 

invazyvumą (119).  

 Į miRNR panašios sekos taip pat gali kilti iš transportinių RNR. Nors 

tRNR skaidymas į trumpesnius fragmentus yra konservatyvus tarp rūšių 

(120), visgi, tikslus mechanizmas, kaip tRNR pakeičia savo struktūrą ir ją 

kerpa Dicer nėra žinomas. Tam, kad susiformuotų teisinga dobilo lapo 

struktūra tRNR sąveikauja su La šaperonu. Jei šio šaperono nėra, susidaro 

struktūra, kurią gali kirpti Dicer ir susiformuoja į miRNR panašios sekos 

(angl., tRNA-derived fragments, tRFs). Taigi šaperonas La reguliuoja 

pusiausvyrą tarp dviejų tRNR erdvinių formų (121,122). Identifikuota, kad 

tRFs gali sąveikauti su Ago baltymais (38,123,124). Kokius taikinius šios 

sekos reguliuoja ir ar tikrai reguliuoja, informacijos nėra daug ir ji yra 

prieštaringa. Visgi, nustatyta, kad seka CU1276, kilusi iš gliciną pernašančios 

tRNR, B ląstelių limfomoje gali slopinti RPA1 geno raišką bei reguliuoti 

atsaką į DNR pažaidas (125).  

 Taip pat miRNR gali subręsti ir kai transkripcijos metu dėl per anksti 

įvykusios terminacijos suformuojama segtuko struktūra (endo-shRNR). 5‘ 

gale prie iRNR yra prijungiama m7G „kepurė“, kuri padeda susirišti su 

eksportinu-1 ir patekti į citoplazmą. Segtuko struktūras atpažįsta Dicer, o m7G 

„kepurė“ neleidžia 5p grandinei patekti į RISC kompleksą, todėl 

nukreipiančiaja miRNR šiuo atveju visada tampa 3p grandinė (126). 

1.4.3.2  miRNR, kilusių iš intronų, brendimas  

 miRNR gali būti lokalizuotos segtuką formuojančiuose genų intronuose 

iš kurių gali kilti mirtroninės miRNR, simtroninės miRNR, agotronai, taip pat 

miRNR, kurių brendime gali dalyvauti kanoninio ir nekanoninio kelio 

baltymai ir jos nėra priskirtos vienai grupei.  

 Mirtronus brendimo metu vietoj Drosha/DGRC8 kerpa splaisosoma (1.7 

pav.). Tokios subrendusios miRNR pavadintos mirtroninėmis miRNR. 

Splaisosomos komponentai prisijungia intronų ir egzonų sandūros vietose, 

iškerpa intronus ir sujungia egzonus, kad susiformuotų subrendusi iRNR. 

Iškirpti mirtronai, sudaro kilpas, kurios yra pašalinamos kilpos genėjimo 

(Ldbr) fermento vykstant 2‘-5‘ fosfodiesterinio jungties hidrolizei (18).  

    Mirtronai yra randami A. thaliana, C. elegans, D. melanogaster, pelėse 

ir žmoguje (18,127-129). Taip pat gali būti aptinkami ne tik trumpuose, bet 

ir ilgesniuose intronuose. Mirtronai pagal lokalizaciją yra skirstomi į 

keturius tipus: standartinius mirtronus, 5‘ tipo mirtronus, 3‘ tipo mirtronus ir 
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5‘ – 3‘ tipo mirtronus. Standartiniai mirtronai formuoja trumpus segtukus, 5‘ 

tipo mirtronai 5‘ gale turi ilgas segtukų neformuojančias sekas intronuose, 3‘ 

tipo mirtronai turi tokias sekas 3‘ gale, 5‘ – 3‘ tipo mirtronuose ilgos segtukų 

neformuojančios sekos yra abiejuose 5‘ ir 3‘ introno galuose (1.6 pav.). 3‘ gale 

esančias sekas brendimo metu nukerpa egzosomos kompleksas. Kaip yra 

pašalinamos sekos 5‘ gale nėra žinoma (17). Mirtronų turinčių sekas 5‘ gale 

yra žymiai daugiau nei turinčių 3‘ gale (130).  

 Šiuo metu identifikuota šimtai mirtronų, iš kurių manoma gali kilti 

miRNR (14). Žmoguje identifikuota 585 mirtronai, iš kurių kyla 1136 

potencialios mirtroninės miRNR (131). Nors kelios miRNR kilusios iš 

mirtronų sekų yra konservatyvios (128), tačiau dauguma neturi 

konservatyvumo tarp rūšių. Tarp nustatytų 500 mirtronų pelėse ir žmoguje, tik 

keli procentai buvo sutinkami abiejuose žinduoliuose (14).  

  

1.7 pav. Mirtronų tipai.  Mirtronai gali būti aptinkami ne tik trumpuose, bet ir 

ilgesniuose intronuose, kai 5‘ ar/ir 3‘ gale yra segtukų neformuojančios sekos. 3‘ gale 

esančias sekas brendimo metu nukerpa egzosomos kompleksas. Kaip yra pašalinamos 

sekos 5‘ gale nėra žinoma. Rodyklių storis nurodo kiekvienu keliu subręstančių pre-

miRNR kiekį. Modifikuota pagal (14). 

 Lyginant su kanoniniu keliu bręstančiomis pre-miRNR, iš mirtronų 

susiformavę pre-miRNR segtukai dažniausiai yra ilgesni, formuoja daugiau 

kilpų ir „pūpsnių“ (132), sekos pasižymi didesniu GC nukleotidų kiekiu 

miRNR dupleksų vietose. Taip pat tokios miRNR nuo kanoniniu keliu 

subrendusių miRNR skiriasi 5‘ ir 3‘ iškyšomis. Dėl Drosha kirpimo 

susiformuoja 2 nt AG iškyša 3‘ segtuko gale, ši iškyša yra optimali tam, kad 

miRNR jungtųsi su eksportinu-5 ir būtų pernešama į citoplazmą. Mirtroninių 

miRNR atveju po splaisingo dažnai sutinkamos 1 nt ir/arba 2 nt iškyšos 5‘ ir 

3‘ galuose (133). Taip pat randamos ir 2 ir 3 nt, bei 0 ir 3 nt iškyšų variacijos 
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(134). Dažnai prie 3p grandinės yra prijungiama uridilo grupė, o 5p grandinės 

sekos dėl egzonukleazių veiklos yra heterogeniškos (132). Drozofiloje 

mirtroninės miRNR dažniausiai kyla iš 3‘ segtuko galo (18), žinduoliuose 

tokia miRNR gali kilti iš abiejų 5‘ ir 3‘ segtuko galų (16). Visgi, iki šiol dar 

tikslinamos mirtronų sekų savybės ir bendro susitarimo dėl reikalavimų 

struktūrai nėra (14,133,135). 

 Dauguma mirtronų yra identifikuoti tik bioinformatiškai analizuojant 

miRNR sekoskaitos duomenis. Tik trijų hsa-miR-877, hsa-miR-1226 ir mmu-

miR-1224 žinduolių mirtroninių miRNR priklausomybė nuo splaisingo 

įrodyta eksperimentiškai (15,16). Drozofiloje identifikuota, kad 3‘ tipo  

mirtronas dme-miR-1017 priklauso nuo splaisingo (17).  

 Nustatyta, kad laikytos mirtroninėmis miRNR hsa-miR-1225, hsa-miR-

1228 ir hsa-miR-1233 brendimas gali nepriklausyti nuo splaisingo proceso 

(16,136). Jei splaisingas yra užblokuojamas hsa-miR-1225 ir hsa-miR-1228 

brendime gali dalyvauti ir Drosha, tačiau biogenezė yra nepriklausoma nuo 

Dicer, AGO2 ir eksportino-5. Visgi, šios miRNR sąveikauja su AGO1-4 

baltymais ir pasižymi iRNR tildymu. Šios miRNR pavadintos simtroninėmis 

miRNR ir tikėtina tokių miRNR brendimas gali vykti ir nuo splaisingo 

priklausomu ir nepriklausomu keliu (136). 

 Taip pat identifikuoti agotronai, intronai, kurie yra iškerpami 

splaisosomos, tačiau brendimas nėra priklausomas nuo Dicer, kaip mirtronų, 

ir citoplazmoje su AGO baltymais rišasi pilno ilgio intronas (apie 100 nt), o 

ne trumpa miRNR. Kaip tiksliai agotronai veikia nėra žinoma, tačiau sekos 

yra labai konservatyvios tarp žinduolių. Nustatyta, kad agotronai gali veikti 

kaip miRNR ir slopinti iRNR (137), visgi, nėra tikėtina, kad slopinimas vyksta 

fiziologinėmis sąlygomis. Didžiausia tikimybė, kad agotronai stabilizuoja ir 

apsaugo AGO baltymus nuo degradacijos. Agotronams sąveikaujant su AGO 

baltymais, AGO nebesuriša atsitiktinių RNR. Kadangi šie baltymai be miRNR 

yra labai nestabilūs, gali būti, kad sąveika su agotronais apsaugo nuo 

degradacijos ir taip ląstelėje yra palaikomas reikalingas kiekis AGO baltymų 

(137,138). Manoma, simtronine miRNR laikoma miR-1225 iš tikrųjų gali 

veikti kaip konservatyvus agotronas PDK1. Taip pat pasiūlyta, kad mirtroninė 

miR-1236 irgi gali veikti kaip agotronas RDBP. Agotronų atradimas pabrėžė 

tai, kad tiriant miRNR būtina detektuoti ir įvertinti ne tik subrendusią miRNR 

formą, bet ir jos pirmtakus. 

 Taip pat nustatytos miRNR, kylančios iš 50-200 nt ilgio segtuko formos 

struktūrą formuojančių trumpų intronų, kurie yra iškerpami alternatyvaus 

splaisingo metu (139). Alternatyvaus splaisingo metu tokio introno 

išlaikymas/iškirpimas skirtingose ląstelės diferenciacijos stadijose gali lemti 



28 

 

tai ar miRNR kiekis ląstelėje padidės ar sumažės. Tiriant tokių miRNR 

priklausomybę nuo Drosha, DGCR8, Dicer, AGO2, genėjimo fermento DBR1 

bei splaisinge dalyvaujančių snRNP70, PRP8, U2AF65 baltymų, nustatyta, 

kad iš tokių intronų miRNR gali kilti kanoniniu bei alternatyviu mirtronų ar 

simtronų brendimo keliu. Tačiau taip pat identifikuota, kad dalis tokių miRNR 

kyla ir nuo Drosha/DGCR8, ir nuo splaisingo baltymų bei DBR1 priklausomu 

keliu. Taip pat nustatyta keletas miRNR kurių brendimas priklauso nuo Dicer  

ir AGO2, tačiau nepriklauso nuo likusių biogenezėje dalyvaujančių baltymų. 

Šie duomenys rodo, kad kanoninis ir alternatyvūs brendimo keliai tarpusavyje 

yra stipriau susiję nei buvo manoma, ir tikėtina ta pati miRNR gali bręsti 

skirtingais būdais (139).  

1.5 Molekulinis RNR splaisingo mechanizmas 

1.5.1  Splaisingo mechanizmas  

 Splaisingo procesas gali įtakoti miRNR brendimą (140). Splaisingas – 

tai dviejų pakopų transesterifikacijos reakcija, kurios metu iš pre-iRNR yra 

iškerpami intronai. Šis procesas vyksta susiformavus splaisosomai – 3 MDa 

dydžio makromolekulių kompleksui, sudarytam iš penkių snRNP kompleksų 

(mažosios  branduolio RNR U1, U2, U4/U6 bei U5 ir prie jų prisijungę snRNP 

baltymai) ir daugiau nei 100 su jais sąveikaujančių specifinių baltymų (141). 

Splaisosomos kompleksas formuojasi egzono-introno ribose – 5‘- splaisingo 

vietoje, šakojimo taške, bei 3‘- splaisingo vietoje (1.8 pav.). 5‘- splaisingo 

seka yra vadinama donorine seka, GU(G/A)AGU, ją atpažįsta U1 snRNP. 3‘ 

splaisingo seka vadinama akceptorine ir pasižymi pyrimidinais gausia seka 

(Y)n (C/U)AG introno 3‘-gale. Taip pat svarbi šakojimosi vieta, esanti 15-50 

nt nutolusi nuo 3‘ introno galo ir turinti pirmai transesterifikacijos reakcijai 

reikalingą adenoziną. U2 snRNP atpažįsta šakojimosi seką, U2AF35 bei 

U2AF65 splaisingo veiksniai - 3‘- splaisingo seką (142,143). Donorinės sekos 

5‘ introno pradžioje sutinkami GU nukleotidai, bei akceptorinės sekos 3‘ gale 

esantys AG nukleotidai yra stipriai konservatyvūs ir mutacijos juose slopina 

splaisingą. Visgi stiprios sekų homologijos egzono-introno ribose nėra, gausu 

nukleotidų variacijų. Mažiau nei 5% 5’-gale esančių sekų identiškai 

persidengia su donorine seka, o 25% - kai sekoje yra su 2-3 nukleotidų 

neatitikimai (144).  

 Splaisingui vykti, be 5‘ ir 3‘- splaisingo ir šakojimo sekų, taip pat 

svarbios ir kitos alternatyvios specifinės sekos egzonuose ir intronuose, su 

kuriomis sąveikauja pagalbiniai splaisingo reguliatoriai/veiksniai. Šios 

specifinės sekos gali būti skirstomos - ESE (egzoninis splaisingo enhanseris), 
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ISE (introninis splaisingo enhanceris),  ESS (egzoninis splaisingo slopiklis) ir  

ISS (introninis splaisingo slopiklis) (1.8 pav.).  

 
1.8 pav. Specifinės splaisingo sekos ir reguliacija. Splaisosomos kompleksas 

formuojasi egzono-introno ribose – sąveika vyksta su donorine 5‘- splaisingo, 

šakojimosi, bei akceptorine 3‘ – splaisingo seka.  Splaisingui taip pat svarbios ir kitos 

specifinės sekos egzonuose ir intronuose, su kuriomis sąveikauja pagalbiniai 

splaisingo veiksniai (SF). Priklausomai nuo sekos ir jos lokalizacijos splaisingas gali 

būti aktyvinamas (+) arba slopinamas (-). ESE - egzoninis splaisingo enhanseris; ISE 

- introninis splaisingo enhanceris; ESS - egzoninis splaisingo slopiklis; ISS - 

introninis splaisingo slopiklis; R – purinai A arba G, Y - pyrimidinai C ir U. 

Modifikuota pagal (143). 

 Splaisingo veiksnių sąveika su šiomis sekomis yra silpnesnė nei sąveika 

su pagrindinėmis splaisingo sekomis ir jei sąveika įvyksta - gali vykti 

alternatyvus splaisingas. Jei alternatyvios sekos sutinkamos egzone, dalis 

egzono gali būti priskirta intronui. Jei 3‘-splaisingo vieta nėra atpažįstama, 

splaisosoma sąveikauja su kita artimiausia 3‘-splaisingo vieta, ir tai lemia, kad 

egzonas yra iškerpamas kaip intronas. Taip pat, jei 5‘-splaisingo vieta nėra 

atpažįstama - intronas gali būti neiškerpamas (141). Identifikuota, kad 

alternatyvus splaisingas gali vykti beveik 95% atvejų. Iš iRNR subręsta 

skirtingos iRNR izoformos, besiskiriančios stabilumu bei lemiančios skirtingą 

baltymo funkcionalumą (145). Taigi, iš maždaug 24000 genų, koduojančių 

baltymus, subręsta apie 100000 skirtingų baltymų (146). 

1.5.2  Splaisingo veiksniai 

 Dažniausiai sutinkamos dvi splaisingą reguliuojančių veiksnių klasės – 

serinu ir argininu turtingi SR ir heterogeniški branduolio hnRNP baltymai.  

 SR baltymai yra svarbiausi splaisingo proceso reguliatoriai. Iš viso yra 

12 SR baltymų tipų žinduoliuose (žymimi SRSF 1-12). SR baltymai 

tarpusavyje yra panašūs savo struktūra. N-gale esančiu RNR atpažinimo 

domenu SR baltymai sąveikauja su RNR, C-gale esančiu argininu ir serinu 

turtingu domenu - su įvairiais baltymais ar RNR (147). Splaisingo metu SR 

baltymai yra fosforilinami ir lemia U1 snRNP sąveiką su 5‘ donorine seka. 
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Taip suformuojama splaisosoma ir iškerpami intronai. Dauguma SR baltymų 

yra branduolyje, bei kai kurie (SRSF1, SRSF3 ir SRSF7) sutinkami ir 

branduolyje, ir citoplazmoje (148).  

 hnRNP splaisingo veiksniai skirstomi į pagrindinius ir nepagrindinius 

hnRNP baltymus. Pagrindiniai hnRNR baltymai identifikuojami abecelės 

tvarka nuo A1 iki U. Nepagrindinių hnRNP baltymų kiekis ląstelėje nedidelis,  

šie baltymai patys nesuriša RNR, tačiau dalyvauja pagrindinių hnRNP 

reguliacijoje (149). Pagal RNR surišantį domeną hnRNP baltymai skirstomi į 

turinčius RRM (4 β-lakštai ir dvi α-spiralės (βαββαβ)) domeną); turinčius 

RGG (Arg-Gly-Gly) domeną; turinčius KH domeną (trys β-lakštai išsidėstę 

antiparaleliai trims α-spiralėms (βααββα)) (150). Taip pat dažnai šie 

reguliatoriai pasižymi glicinu ar prolinu turtingais papildomais domenais, 

kurie yra svarbūs jų lokalizacijai ląstelėse (151).   

 SR ir hnRNP dalyvauja ne tik splaisingo reguliacijoje, bet ir sąveikauja 

su transkripcijoje bei transliacijoje dalyvaujančiais baltymais (150,152).  

 Kaip jau minėta, su alternatyviomis splaisingo sekomis splaisingo 

veiksniai sąveikauja žymiai silpniau. Jei sąveika nepakankama - splaisingas 

nevyksta (1.9 pav. A) (145). SR šeimos baltymai dažniausiai rišasi su ESE ir 

aktyvina splaisingą pritraukdami splaisosomą. Priešingai, hnRNP baltymai 

sąveikauja su ESS arba ISS ir slopina iRNR kirpimą (152) (1.9 pav. B). Taip 

pat SR baltymai gali veikti ir slopinančiai – tai priklauso nuo splaisingą 

reguliuojančių sekų pozicijos. Nustatyta, jei SR sąveikauja su egzone esančia 

seka, gali skatinti splaisingą, jei introne – slopinti (1.9 pav. C)  (153). Kiti 

splaisingo faktoriai pvz. NOVA, taip pat gali veikti dvejopai, priklausomai 

nuo prisijungimo padėties. Jei NOVA sąveikauja su sekomis esančiomis 

introne ir einančiomis už egzono, dažniausiai slopina to egzono splaisingą. 

Tačiau jei šis splaisingo veiksnys prisijungia prie introno einančio prieš 

egzoną, šio egzono kirpimas yra skatinamas (1.9 pav. C). Be to, du SR 

splaisingo veiksniai gali tarpusavyje konkuruoti, kas gali lemti skirtingų 

intronų splaisingą (1.9 pav. D) (145). Dėl itin didelio kiekio splaisingą 

reguliuojančių veiksnių ir nehomologinių sekų, su kuriomis šie ve iksniai 

sąveikauja, dažnai bioinformatiškai yra sunku nuspėti alternatyvaus 

splaisingo eigą. Vis dėlto manoma, kad gali egzistuoti splaisingo kodas, pagal 

kurį atsižvegiant į ląstelių tipą, splaisingo veiksnių koncentraciją bei 

specifines sekas, būtų galima nuspėti iRNR lemtį (154). 
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1.9 pav. Splaisingo veiksnių veikimas. A) Svarbus pakankamas sąveikos tarp iRNR 

ir splaisosomos/splaisingo veiksnių stiprumas; B) SR baltymai dažniausiai aktyvina, 

hnRNP – slopina splaisingo procesą; C) Priklausomai nuo prisijungimo padėties tas 

pats splaisingo reguliatorius gali veikti skirtingai; D) Splaisingo veiksniai gali 

tarpusavyje konkuruoti, lemia skirtingą efektą. ESE - egzoninis splaisingo enhanseris; 

ESS - egzoninis splaisingo slopiklis; 5‘SS - donorinė 5‘- splaisingo seka, 3‘SS 

akceptorinė 3‘ – splaisingo seka. Modifikuota pagal (145). 

1.5.3  Splaisingo veiksniai ir miRNR  

    SR, hnRNP ir kiti splaisingo veiksniai gali tiesiogiai ir netiesiogiai 

reguliuoti miRNR brendimą (63).  

 SRSF1 nepriklausomai nuo splaisingo gali sąveikauti su CGCACAC 

seka, esančia pri-miR-7-1, ir taip aktyvinti Drosha kirpimą. Visgi, kaip yra 

skatinamas Drosha kirpimas nėra žinoma. Gali būti, kad SRSF1 tik palengvina 

pre-miR-7-1 pernašą pro branduolio membraną (155).  

 Taip pat buvo nustatyta, kad SRSF3 ir SRSF7 jungiasi prie pri-miR-16-

1, pri-miR-30a ir pri-miR-223 sąveikaudami su CNNC seka esančia 17-18 nt 

nuo Drosha kirpimo vietos ir taip pritraukia Drosha, skatindama šių pri-

miRNR brendimą (156,157).  
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 hnRNP A1 gali tiesiogiai sąveikauti su pri-miR-18a (158). miR-18a yra 

viena iš šešių miR-17-92 klasterį sudarančių miRNR. Nustatyta, kad 

sumažinus hnRNP A1 sumažėja tik pre-miR-18a kiekis, o kitų miRNR raiška 

nekinta. miR-18a segtukas pasižymi specifine seka, prie kurios ir jungiasi 

hnRNP A1. Todėl pasikeičia pri-miR-18a antrinė struktūra, kurią stipriau 

atpažįsta Drosha.  hnRNP A1, hnRNP L ir hnRNP I taip pat jungiasi su pri-

let-7a-1 ir pri-miR-101-1 (159).  

   SR baltymai gali ir netiesiogiai reguliuoti miRNR brendimą, keisdami 

transkripcijos veiksnių ar kitų baltymų dalyvaujančių brendime reguliaciją. 

Identifikuota, kad SRSF3 skatina transkripcijos veiksnio NF-kB raišką, o NF-

kB aktyvina miR-1908-5p brendimą (160). Panašiai, SRSF3 keičia REST 

transkripcijos veiksnio kiekį ląstelėje, ko pasekoje pakinta miR-132-3p ir 

miR-212-3p raiška (161).  

1.6 miRNR reikšmė krūtinės kylančiosios aortos aneurizmos 

vystymuisi  

1.6.1  Krūtinės kylančiosios aortos aneurizma ir jos priežastys 

 Aortos aneurizma - tai viena dažniausių aortos ligų, kuri išsivysto, kai 

aorta išsiplečia daugiau nei 1,5 karto lyginant su sveiko žmogaus aorta (6). 

Formuojantis aneurizmai pacientai dažniausiai nejaučia jokių simptomų ir ši 

liga yra diagnozuojama atsitiktinai, tikrinant dėl kitų sutrikimų. Jei liga 

nenustatoma laiku, aneurizma gali staigiai plyšti ir būti mirtina (7). 

Aneurizmos yra skirstomos į pilvo, pilvo-krūtinės ir krūtinės kylančiosios bei 

nusileidžiančiosios aortų aneurizmas (1.10 pav.) (162). Krūtinės kylančiosios 

aortos aneurizma (KAA) ir pilvo bei krūtinės nusileidžiančiosios aneurizmos 

kyla iš skirtingų ląstelių embriono vystymosi metu. Nors fiziologiškai šios 

aneurizmos panašios, tačiau priežastys sukeliančios šias aneurizmas yra 

skirtingos. Aortos sieną sudaro keturi ląstelių tipai – kraujagyslių lygiųjų 

raumenų (angl. vascular smooth muscle cells, VSMC), endotelio, fibroblastai 

ir imuninės ląstelės. Visos ląstelės gali būti paveikiamos vystantis aneurizmai 

(163).    

 Pilvo aortos aneurizmą dažniausiai lemia VSMC ląstelių apoptozė, 

tarpląstelinio užpildo suirimas, stiprūs uždegiminiai procesai ir padidėjęs 

reaktyvių deguonies formų kiekis. KAA labiausiai yra siejama su  

tarpląstelinio užpildo pakitimais (elastino, kolageno, glikozaminų-glikanų 

kiekio sumažėjimu/padidėjimu) bei su lygiųjų raumenų ląstelių 

diferenciacijos pokyčiais. KAA išsivysto rečiau nei pilvo aortos aneurizma, 

apie 6-10 atvejų iš 100000 žmonių (7) ir dažniausiai pasireiškia vyrams, tačiau 
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jei išsivysto moterims, plečiasi 3 kartus greičiau (164). Yra nustatyta, kad 

KAA atveju moterų aortų audiniuose yra didesnės tarpląstelinio užpildo 

metalo proteinazių ( angl., matrix metalloproteinase-2) MMP2 ir MMP9, bei 

mažesnė jų slopiklių TIMP1 ir TIMP2  angl., tissue inhibitor of 

metalloproteinases) koncentracija. Taip pat, vyrų aortos audiniuose yra 

daugiau kolageno ir elastino, kas lemia skirtingą audinio struktūrą (165). 

Visgi, kodėl KAA skirtingai vystosi tarp vyrų ir moterų nėra žinoma (166).  

 KAA yra skirstoma į sindromines formas (Marfano, Loeys–Dietz, 

Shprintzen–Goldberg, Ehlers–Danlos sindromai), šeimyninę nesindrominę ir 

atsitiktinę. Sindromines KAA formas lemia mutacijos, kurios dažniausiai 

identifikuojamos tarpląstelinio užpildo, lygiųjų raumens ląstelių reguliacijoje 

bei TGF-β signaliniame kelyje dalyvaujančiuose genuose. Būtent dėl skirtingų 

ligą sukeliančių genų mutacijų sindrominės formos tarpusavyje yra labai 

heterogeniškos. Marfano sindromo atvejis siejamas su mutacijomis fibrilino-

1, lizino oksidazės LOX ir biglikano BGN genuose. Loeis-Dietzo sindromas 

gali būti kelių tipų, kuriuos lemia skirtingos mutacijos – SMAD3, TGFB2, 

TGFB3, TGFBR1 ir TGFBR2 genuose (8).  

  

1.10 pav. Aortos aneurizmų lokalizacija.  Aortos aneurizmos yra skirstomos į pilvo, 

pilvo-krūtinės ir krūtinės kylančiosios bei nusileidžiančiosios aortų aneurizmas. 

Modifikuota pagal (167).  
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 Atsitiktinės KAA formoje mutacijos sutinkamos retai: 4,2% atvejų - 

fibrilino-1, 1,4% - TGFBR1, 1,1% - COL3A1, 0,8% - SMAD3, 0,8% - 

ACTA2, 0,3% - TGFB2, 0,3%  - TGFBR2 genuose (10). Šio tipo KAA atveju 

buvo identifikuotas vieno nukleotido polimorfizmas, susijęs su fibrilino-1 

raiška, rodantis sąsają su liga. Manoma, kad tai gali rodyti, kad atsitiktinė 

KAA sukeliama panašiai, kaip ir sindrominė Marfano forma (168). Taip pat 

nustatytos 9 genų (tarp kurių yra ir miozino sunkiosios grandinės MYH11 

genas) duplikacijos chromosomos 16p13.1 regione (169). Identifikuota, kad 

atsitiktinė KAA dažnai kyla esant dviburio aortos vožtuvo patologijai (163). 

1.6.2  Tarpląstelinio užpildo pakitimai, išsivysčius krūtinės kylančiosios aortos 

aneurizmai 

 Vystantis KAA nustatyti TGF-β signalinio kelio pakitimai, kurie lemia 

tarpląstelinio užpildo baltymų (elastino, kolageno, glikozaminų-glikanų) 

kiekio pokyčius. Tarpląsteliniame užpilde TGF-β yra susirišęs su LTBP 

baltymu, kas lemia TGF-β neaktyvumą. Atsipalaidavęs nuo LRBP baltymo, 

TGF-β dimerizuojasi ir jungiasi su II tipo receptoriu TGFβ-RII, pritraukia I 

tipo receptorių TGFβ-RI, ir suformuoja stabilų receptorių kompleksą. TGF-β 

signalinis kelias yra labai platus ir įvairiapusis. Iš viso identifikuoti 30 

skirtingų TGF-β signalinio kelio ligandų, 5 skirtingi II tipo receptoriai, 7 

skirtingi I tipo receptoriai. Signalas į ląstelę gali būti perduodamas klasikiniu 

keliu, keičiant SMAD baltymų aktyvumus, arba nekanoniniu, kai signale 

dalyvauja  ERK1/2 kinazės (162,170).  

 Atsitiktinėje KAA formoje kanoninio TGF-β signalinio kelio tyrimų 

atlikta mažai. Dėl daugelio šiame signaliniame kelyje identifikuotų mutacijų 

daug tyrimų atlikta tiriant Marfano sindromą (171). Buvo nustatyta, kad 

Marfano sindromo atveju mutaciją turintis fibrilinas-1 lemia padidėjusį TGF-

β aktyvumą, kas sukelia TGF-β ir SMAD2 baltymo raiškos padidėjimą 

(172,173). Tačiau neseniai nustatyta, kad šį sindromą turinčioje pelėje visgi 

nėra nustatomi šio signalinio kelio pakitimai (174). Taip pat parodyta, kad 

SMAD4 and TGFBR2 receptoriaus inaktyvacija, vadinasi TGF-β signalinio 

kelio slopinimas, gali sukelti KAA, ne tik Marfano bet atsitikinėje KAA 

formoje (174-176). Be to, sindrominėje ir atsitiktinėje KAA identifikuota, kad 

išaugęs SMAD2 aktyvumas yra nepriklausomas nuo TGF-β signalinio kelio 

(177). Taigi, vystantis KAA, TGF-β signalo reikšmė lieka neaiški.  

 Tarpląstelinio užpildo struktūrą keičia ir tarpląstelinio užpildo metalo 

proteinazės, kurios taip pat pasižymi aktyvumo dualumu - gali degraduoti 

tarpląstelinį užpildą bei taip pat reguliuoti jį tam, kad stabilizuotų, kai plečiasi 

aorta. Daug tyrimų atlikta su metalo proteinaze MMP2, tačiau gauti duomenys 
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taip pat neaiškūs. Nustatyta, kad MMP2 delecija pelėje, susiformavus 

angiotenzino sukeltam aortos išplatėjimui, skatina KAA, tačiau, kai pelėje 

susiformuoja CaCl2 sukeltas išplatėjimas, priešingai - apsaugo. Taip pat 

identifikuota, kad pelėje turinčioje Marfano sindromą MMP2 inaktyvacija 

slopina KAA plyšimą, TGF-β aktyvaciją ir ERK1/2 bei SMAD2 

fosforilinimą, taip prailgindama pelės išgyvenamumą. Skirtingi duomenys 

gauti ir tiriant metalo proteinazės MMP9 reikšmę. Nustatyta, kad šios 

proteinazės kiekis išauga pelėje, esant angiotenzino sukeltam išplatėjimui, 

tačiau esant dviburio vožtuvo patologijai MMP9 raiška nekinta (178,179).  

1.6.3  Kraujagyslių lygiųjų raumenų ląstelių pokyčiai, išsivysčius krūtinės kylančiosios 

aortos aneurizmai 

 KAA vystymuisi taip pat yra svarbūs VSMC diferenciacijos pokyčiai. 

VSMC gali būti dviejose skirtingose diferenciacijos stadijose – kontraktilinio 

ir sintetinio fenotipo (1.11 pav). Esant natūraliai ramybės fazei, VSMC 

pasižymi kontraktiliniui fenotipui būdingomis savybėmis – pailga, verpstės 

formos ląstelių morfologija, lėtai dalinasi ir migruoja. Tokiam fenotipui 

būdinga lygiųjų raumenų α-aktino (α-SMA), miozino sunkiosios grandinės 

(SM-MHC) ir kalponino raiška. α-SMA bei miozinas formuoja skaidulas, 

besijungiančias prie glaudžiųjų jungčių, kurios sąveikauja su elastinu. 

Tvarkinga šių komponentų raiška užtikrina efektyvų VSMC susitraukimą 

(180). Kai audinyje įvyksta pažaida, VSMC keičia savo fenotipą į sintetinį – 

VSMC plokštėja, pradeda migruoti ir proliferuoti greičiau, keičiasi 

tarpląstelinio užpildo baltymų kiekis, padidėja metaloproteinazių raiška, 

fragmentuojasi elastinas bei silpnėja kontraktiliniui fenotipui būdingų 

baltymų raiška (181). Panašu, kad KAA vystymosi metu keičiasi VSMC 

diferenciacijos stadija, mažėja kontraktiliniui fenotipui būdingų baltymų 

(182,183), tačiau diferenciacijos pokyčių mechanizmai žmogaus KAA 

audiniuose iki šiol nėra aiškūs (7). 

 Taip pat nustatyta, kad KAA vystymosi metu silpnai, bet gali vykti ir 

VSMC apoptozė. Parodyta, kad KAA audinyje yra sutinkami T-limfocitai bei 

makrofagai (184). T-limfocitai ekspresuoja FAS ligandus, kurie skatina 

VSMC žūtį (185). 

1.6.4  miRNR įtaka krūtinės kylančiosios aortos aneurizmos susiformavimui 

 Nors miRNR, dalyvaujančios pilvo aortos aneurizmos vystymesi, yra 

gerai ištirtos (186), nustatyta nedaug miRNR raiškos pokyčių KAA. miRNR 
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kiekis KAA audiniuose tirtas tik tikro laiko PGR metodu ir miRNR 

gardelėmis (11-13). Šioje disertacijoje pirmą kartą atlikta audinių ir kraujo 

plazmos mėginių, susiformavus KAA, sekoskaita. 

 Identifikuota, kad su KAA vystymusi yra susijusi miR-143/-145 šeima. 

Nors, miR-143-3p ir miR-145-5p raiškos tyrimai aneurizmoje yra prieštaringi 

ir nustatomas arba sumažėjęs (187), arba padidėjęs kiekis, lyginant su 

sveikomis aortomis (188), nustatyta, kad miR-143-3p ir miR-145-5p gali 

reguliuoti kraujagyslių lygiųjų raumenų ląstelių homeostazę. Nustatyta, kad 

išveiklinus šias miRNR, VSMC keičia savo fenotipą į sintetinį, ko pasekoje 

pakinta aortos struktūra (189). Taip pat identifikuota, kad miR-145-5p gali 

tiesiogiai veikti transkripcijos veiksnį KLF4, kuris skatina VSMC 

diferenciaciją į sintetinį fenotipą (190). Be to, miR-143-3p ir miR-145-5p gali 

būti perduodama egzosomose iš endotelio ląstelių į VSMC (191).  

 Nustatyta, kad miR-29a/-29b/-29c šeimos miRNR taip pat yra susijusios 

su KAA. Identifikuota, kad miR-29b-3p kiekis padidėja KAA audiniuose, o 

nuslopinus šią miRNR pelėse, turinčiose angiotenzino sukeltą aortos 

išplatėjimą, sustiprėja tarpląstelinio užpildo sintezė (192). Priešingai, 

žmogaus KAA audiniuose mažėja miR-29a-3p raiška, ko pasekoje išauga 

MMP2 kiekis (193).  

 Taip pat daug duomenų sutinkama apie miRNR klasterį sudarančias 

miR-1 ir miR-133a. Nustatyta, kad šių abiejų miRNR raiška mažėja 

susiformavus KAA, tačiau tik miR-133a-3p dalyvauja VSMC diferenciacijos 

reguliavime. miR-133a-3p tiesiogiai sąveikauja su transkripcijos veiksniu 

Sp1, kurio išaugęs kiekis lemia sintetinį VSMC fenotipą (193,194). 

 
1.11 pav. Kraujagyslių lygiųjų raumens ląstelių fenotipinis plastiškumas. Įvykus 

pažaidai audinyje VSMC diferencijuoja ir keičia savo fenotipą iš kontraktilinio į 

sintetinį. Taip pat kinta tarpląstelinio užpildo (ECM) baltymų kiekis, su 

prisitvirtinimu prie paviršiaus susiję baltymai (Adh), augimo veiksniai (GF). 

Mofikuota pagal (195).  
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Taip pat identifikuota, kad iš kylančiosios aortos fibroblastų, esant 

mechaniniui aortos spaudimui, miR-133a-3p egzosomose patenka į kraujo 

plazmą (196). 

 Nedaug duomenų identifikuota apie miRNR pokyčius kraujo plazmoje 

ar serume, išsivysčius KAA. Pakitusi miR-133a-3p, miR-21-5p, miR-29a-3p, 

miR-143-3p raiška nustatyta kraujo plazmoje (5,197). Taip pat identifikuota, 

kad kraujo serume, esant KAA, padidėja miR-574-5p kiekis (198). 

1.7 miRNR kaip biožymenys virškinimo sistemos vėžinių 

susirgimų detekcijai  

 Vėžiniai susirgimai yra vieni pagrindinių ligų lemiančių sveikatos 

problemas ir sukeliančių mirtį. Vieni dažniausi iš visų vėžinių susirgimų yra 

virškinimo sistemos vėžiniai pakitimai. Tokio tipo navikai gali susiformuoti 

virškinimo sistemos organuose bei liaukose. Prie virškinimo sistemos vėžinių 

audinių priskiriami stemplės, skrandžio, storosios ir tiesiosios žarnos, kepenų, 

tulžies pūslies ir kasos navikai. Pagal dažnumą pasaulyje trečioje vietoje 

identifikuojami storosios ir tiesiosios žarnos navikai (10,2% susirgusių vėžiu). 

Daugiausia mirštama nuo storosios ir tiesiosios žarnos (9,2% skaičiuojant nuo 

visų vėžio sukeltų mirčių), skrandžio (8,2%) ir kepenų vėžio (8,2%) (199). 

Išsivysčius virškinimo sistemos tipo navikams, pirmose vėžio stadijose 

pacientai dažnai nejaučia simptomų, todėl dažnai tokio tipo vėžiniai pakitimai 

yra detektuojami tik navikui stipriai pažengus. Bendras tokio tipo vėžiu 

sergančių pacientų 5 metų išgyvenamumas yra tik 15% (200,201). Kasos 

vėžys dažniausiai nustatomas tik labai pažengusioje stadijoje, kartu 

identifikuojamos ir metastazės limfmazgiuose, daugiausia pacientai miršta per 

pirmus šešis mėnesius ir 5 metų išgyvenamumas yra žemesnis nei 5% (202). 

Jei virškinimo sistemos navikai būtų identifikuojami pradinėse stadijose, po 

tinkamo chemoterapinio ir radioterapinio gydymo, bei vėžinio audinio 

pašalinimo, tikėtina, pacientų 5 metų išgyvenamumas siektų apie 90% (201).   

 Identifikuota, kad miRNR dalyvauja visuose vėžio vystymosi 

procesuose – skatina ląstelių dalijimąsi, slopina augimo slopiklius, dalyvauja 

atsparumo vaistams mechanizmo vystymesi, skatina metastazes ir naujų 

kraujagyslių formavimąsi, taip pat dalyvauja ir naviko mikroaplinkos bei 

imuninio atsako reguliacijoje (203,204). miRNR raiškos pokyčiai gali įvykti 

dėl miRNR genų delecijų arba amplifikacijos, transkripcijos reguliacijos 

pasikeitimų, DNR metilinimo pasikeitimo bei miRNR biogenezėje 

dalyvaujančių (Drosha, Dicer, eksportinas-5, AGO1-2) baltymų mutacijų 

(203). Nustatyta, kad miRNR kiekio pokyčiai yra susieti su virškinimo 

sistemos navikų metastazių formavimusi, naviko tūrio augimu ir vėžinių 
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ląstelių piktybiškumu. miRNR raiška taip pat yra susijusi su vėžio 

atsinaujinimu, atsaku į chemoterapinį gydymą bei pacientų išgyvenamumą po 

gydymo. Tai rodo, kad miRNR gali būti panaudojamos kaip biožymenys 

virškinimo sistemos navikų detekcijai bei nustatymui, kaip vėžinės ląstelės 

reaguos į gydymą (1.1 lentelė) (202,205,206).  

 Be to, miRNR gali iš naviko patekti į kraują ir veikti kaip signalinė 

molekulė tarp ląstelių arba audinių (207). Tai, kad miRNR yra stabili kraujo 

plazmoje ar serume lemia, kad miRNR gali būti pritaikoma kaip neinvazinis 

biožymuo. Visgi, kraujo plazmoje ar serume sutinkama gana daug miRNR 

izomirų, bei cirkuliuojančių miRNR kiekis yra labai mažas, todėl tiriant 

miRNR tikro laiko PGR metodu ar mikrogardelėmis susiduriama su 

detekcijos nespecifiškumo problema (208). Šią problemą galima išspręsti 

visumine sekoskaita, kurios metu efektyviai yra identifikuojami visi miRNR 

izomirai bei miRNR, kurių raiška ląstelėse yra silpna (209).   

1.1 lentelė. miRNR, kaip biožymenų, panaudojimas.  

Galimi miRNR pritaikymo būdai 

Atsako į gydymą prognozė  

Metastazių prognozė arba detekcija 

Vėžinių ląstelių miRNR profilio nustatymas, siekiant nustatyti vėžio vystymosi 

mechanizmus 

miRNR, kaip biožymenų, privalumai 

Aukštas miRNR stabilumas audiniuose ir kūno skysčiuose  

Greita ir pakankamai paprasta detekcija ne tik navikuose, bet ir kraujo plazmoje, 

serume, šlapime 

1.8 Mirtroninių miRNR reikšmė vėžinėse ląstelėse  ir jų 

panaudojimas genų terapijoje 

 Nors mirtroninių miRNR brendimo kelias skiriasi nuo kanoninių, jų 

veikimo mechanizmas yra toks pat. Mirtroninės miRNR kartu su AGO šeimos 

baltymais sudaro miRISC ir dalyvauja baltymus koduojančių genų raiškos 

valdyme. Identifikuota, svarbi mirtroninų miRNR reikšmė vėžiniuose 

procesuose.  

 miR-1224 kiekio sumažėjimas nustatytas storosios žarnos vėžio 

navikuose (210), plaučių vėžyje (211), bei yra susijęs su glioblastoma 

sergančių pacientų prastu išgyvenamumu. Glioblastomos ląstelėse miR-1224-

5p tiesiogiai atakuoja CREB1, skatindama ląstelių proliferaciją ir invazines 

savybes bei slopindama apotozės procesus (212).  
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 Nustatyta, kad miR-1226-3p, reguliuodamas MUC1 raišką, slopina 

krūties vėžinių ląstelių kancerogenezę, paskatindama jų žūtį (20). Taip pat ši 

miRNR yra susieta su krūties vėžio atsparumu tamoksifenui (213) bei 

stemplės vėžio atsparumu cisplatinai ir 5-FU (214). Nuslopinus miR-1226-5p 

raišką net 27 plaučio vėžio ląstelių linijose stipriai sumažėja jų gyvybingumas 

(215).  

 Nedaug duomenų yra apie mirtronines miR-1229 ir miR-1227. miR-

1229-3p padidėjusi raiška yra susijusi su prastu krūties vėžio pacienčių 

išgyvenamumu. Identifikuota, kad miR-1229-3p tiesiogiai aktyvuoja Wnt/β-

katenino signalinį kelią, slopindama šio kelio inhibitorius APC, GSK-3β, 

ICAT (216). O miR-1227-3p yra tiesiogiai susijusi su glioblastomos vėžinių 

ląstelių stipresne migracija (217).  

 Itin plačiai ištirtos miR-1236 funkcijos. miR-1236-3p raiška yra 

sumažėjusi skrandžio vėžiniuose audiniuose (218) bei šio vėžio metastazėse 

limfmazgiuose. Taip pat ši miRNR yra glaudžiai susijusi su ląstelių migracijos 

procesais. Nustatyta, kad miR-1236-3p slopina Akt signalinį kelią, todėl 

sumažėjęs miR-1236-3p kiekis skatina skrandžio vėžinių ląstelių migraciją 

(219). Taip pat, miR-1236-3p susijusi su migracija bei invaziškumu krūties, 

plaučių ir galvos bei kaklo ertmių vėžinėse ląstelėse. Nustatyta, kad miR-

1236-3p yra esminė miRNR reguliuojanti epitelinį-mezenchiminį perėjimą 

(EMT) ir metastazines ląstelių savybes hipoksijos sąlygomis. Esant deguonies 

trūkumui transkripcijos faktorius Twist sumažina miR-1236-3p kiekį ir 

padidėja HDAC3 ir SENP1 raiška, kas skatina EMT (220). 

 Taip pat, neseniai nustatyta, kad įvairių ligų atveju, siekiant ląstelėje 

nuslopinti mutantinį baltymą sėkmingai buvo panaudotos „dirbtinės“ mirtronų 

sistemos (1.12 pav.). Dažniausiai mutacija yra tik viename geno alelyje, todėl 

panaudojus RNR interferenciją (RNRi) yra sunaikinama ne tik mutavusi 

baltymo forma, bet ir veiklus baltymas. Tokiu atveju geriausia ne tik nutildyti 

transliaciją, bet kartu į ląstelę įvesti slopinimui atsparią geno kopiją, 

palaikančią fiziologinį baltymo aktyvumą. Tam puikiai tinka mirtronų 

sistema, kai į ląstelę patenka reikalingas genas, kurio introne yra dirbtinai yra 

įterpta mirtroninė miRNR. Identifikuota, kad dirbtinai į geną įvesta mirtroninė 

miR-1224-3p efektyviai slopino su Parkinsono liga susijusius genus (221), o 

miR-1226-3p – su raumenų distrofiją lemiančią kinazę DMPK (222). Taip pat, 

VEGFA genų tildymui, lemiančiam kancerogenezės slopinimą, sėkmingai 

pritaikyta ir 3‘ tipo „dirbtinių“ mirtronų sistema (223). 

 Lyginant su kanoninėmis miRNR sistemomis, naudojamomis genų 

tildymui, mirtronų panaudojimas tokio pobūdžio terapijoje turi keletą 

privalumų: 1) mirtronai gali būti įterpti į bet kokį geną, kol nėra pažeidžiamos 
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jų splaisingą lemiančios sritys; 2) genas ir mirtronai yra nurašomi to paties Pol 

II promotoriaus, o tai užtikrina, kad abu terapijai reikalingi komponentai 

visada bus sintetinami kartu; 3) identifikuota, kad galima sukurti audiniui 

specifiškas sistemas; 4) nustatyta, kad vienu metu į ląstelę galima įvesti geną, 

turintį kelias to paties mirtrono arba skirtingų mirtronų sekas, taip sustiprinant 

to paties mirtrono RNRi arba siekiant vienu metu nutildyti kelis skirtingus 

genus; 5) mirtronų brendimas priklauso nuo splaisingo proceso ir jie nėra 

karpomi Drosha, taigi mirtronai išvengia kanoninio kelio prisotinimo ir 

susidarusių pre-miRNR toksiškumo, kai į ląstelę patenka itin didelis kiekis 

miRNR (221,223,224). Taip pat identifikuota, kad naudojant 3‘ tipo 

„dirbtinių“ mirtronų sistemą modeliuojant sekas susiduriama su žymiai 

mažiau sekos elementų apribojimų, nei naudojant standartinių trumpų 

mirtronų sekas (223). 

 

1.12 pav. „Dirbtinių“ mirtronų sistemos schema. Į ląstelę įvedama slopinimui 

atspari geno kopija, palaikanti fiziologinį baltymo aktyvumą. Tikslinio geno introne 

yra dirbtinai yra įterpiama mirtrono seka, slopinanti mutantinio baltymo raišką. 

Vektoriaus stebėjimui ląstelėse, šalia gali būti klonuojama fluorescuojančio baltymo 

seka.  
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2. MEDŽIAGOS IR METODAI 

2.1 Medžiagos ir metodai naudoti, dirbant su kylančiosios aortos 

aneurizmos audiniais ir kraujo plazmos mėginiais  

2.1.1  Pacientų, kuriems susiformavo kylančiosios aortos aneurizma, audinių ir kraujo 

plazmos mėginiai 

 Iš viso tyrime dalyvavo 40 pacientų, kuriems buvo nustatyta krūtinės 

kylančiosios aortos aneurizma (KAA). 23 pacientams buvo atlikta aneurizmos 

pašalinimo operacija. KAA audiniai surinkti iš didžiojo aortos lanko radiuso, 

kuriame yra stipriausia stebima patologija. Iš visų 40 pacientų paimti kraujo 

plazmos mėginiai. Taip pat 4 pacientų kraujo plazmos mėginiai buvo surinkti 

praėjus 3 mėnesiams po operacijos.  

 Kontroliniai sveiki aortos audinio ir kraujo plazmos mėginiai, buvo 

surinkti iš trijų kontrolinių grupių: 1) šeši širdies donorų aortos sienos 

fragmentai, likę po širdies transplantacijos operacijos; 2) 72 aortos sienos 

fragmentai, „išmušti“ iš aortos sienos pritvirtinant aortos ir vainikinių arterijų 

jungtį (AVAJ), ir šių 28 pacientų kraujo plazmos mėginiai; 3) 10 kraujo 

plazmos mėginių, paimtų iš neoperuotų asmenų, kurių kylančioji aorta pagal 

echokardiografinius aortos morfometrijos vertinimo duomenis nebuvo 

išsiplėtusi.  

 Visumine miRNR sekoskaita iš viso išanalizuoti 32 mėginiai. Audinių 

atveju – 8 kylančiosios aortos aneurizmos mėginiai, 4 sveiki aortos audiniai, 

surinkti iš širdies donorų aortos sienos fragmentų, likusių po širdies 

transplantacijos ir du mėginiai iš aortos sienos fragmentų, „išmuštų“ iš aortos 

sienos pritvirtinant AVAJ. Plazmos atveju – 7 kraujo plazmos mėginiai, 

susiformavus KAA, bei 4 šių pacientų, plazmos mėginiai, praėjus 3 

mėnesiams po operacijos, ir 7 kontroliniai sveikų pacientų, kai echoskopijos 

metu nebuvo nustatyti pakitimai kylančiojoje aortoje, plazmos mėginiai.  

 PGR metodu miRNR raiška audinių atveju tikrinta naudojant 17 

kylančiosios aortos aneurizmos mėginių, 5 širdies donorų aortos sienos bei  35 

„išmuštus“ iš aortos sienos, fragmentus. Plazmos atveju – 28 kraujo plazmos 

mėginius, iš pacientų, kuriems nustatyta KAA, ir 34 kontrolinius neoperuotų 

pacientų, kuriems nebuvo nustatyta KAA, ir pacientų, kuriems buvo „išmušti“ 

aortos sienos fragmentai, mėginius.  

 Kadangi išgrynintos iš audinių RNR degradacijos laipsnis dažniausiai 

priklauso nuo audinio surinkimo sąlygų, nei gryninimo būdo, kiekvienu atveju 

buvo stengiamasi kuo greičiau aortos audinį supjaustyti 0,5 x 0,5 cm dydžio 

fragmentais ir kuo trumpiau laikyti kambario temperatūroje. Viena audinių 
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dalis buvo dedama į RNR degradaciją stabdantį RNAlater™ tirpalą (Thermo 

Fisher Scientific) ir laikoma -80 °C iki RNR gryninimo, o kita dalis ruošiama 

histologiniui vertinimui. Kraujo mėginiai buvo renkami naudojant 

Venosafe™ K2EDTA (Therumo Europe) mėgintuvėlius. Kraujo plazmos 

mėginiai buvo renkami laikantis aukštų kraujo surinkimo bei plazmos 

atskyrimo nuo kitų kraujo sudedamųjų dalių reikalavimų.  

  

2.1 pav. Eksperimentams naudoti KAA audinių ir kraujo plazmos mėginiai. 

Tikro laiko PGR eksperimentams naudoti 35 aortos audiniai po AVAJ. Dėl itin mažų 

tokio tipo audinių dydžio ir mažo išgryninto RNR kiekio, kiekvienos miRNR atveju 

tikro laiko PGR patikrinta po 15 audinių po AVAJ. KAA – krūtinės kylančiosios 

aortos aneurizma. AVAJ - fragmentai, „išmušti“ iš aortos sienos pritvirtinant aortos ir 

vainikinių arterijų jungtį.  
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 Plazma nuo kitų kraujo sudedamųjų dalių buvo atskirta per 24 val. pagal 

miRNeasy Serum/Plasma Handbook protokolą. Cirkuliuojančių miRNR 

plazmoje yra labai nedaug, todėl labai svarbu, kad kraujo paėmimo, laikymo 

ir plazmos atskyrimo metu, nebūtų pažeidžiamos kraujo ląstelės - eritrocitai, 

neutrofilai ir makrofagai. Būtent jiems suirus į kraują patenka itin didžiulis šių 

ląstelių miRNR kiekis, kurios tyrimo metu gali būti klaidingai registruojamos 

kaip cirkuliuojančios miRNR. Tai yra viena didžiausių problemų dirbant su 

plazmos mėginiais (225). Todėl surinkta kraujo plazma buvo tikrinama 

registruojant hemolizės lygį. Pirmiausia naudojant NanoDrop™ 2000 

spektrofotometrą (ThermoFisher Scientific) matuojama hemoglobino sugertis 

ties 414 nm ilgio banga. Kadangi A(414) sugertį taip pat gali keisti padidėjęs 

lipidų kiekis kraujyje (226), todėl papildomai tikro laiko PGR metodu buvo 

identifikuojama ar plazmoje tikrai nėra padidėjusio eritrocitams būdingų miR-

16-5p bei miR-451 kiekio (227,228). Tyrimams pasirinkti tik tie mėginiai, kai 

A(414) nesiekė 0,2 vertės ir miR-16-5p bei miR-451a slenkstinio ciklo (Ct) 

vertės buvo žemesnės nei 19 ir 22 atitinkamai (p2 lentelė). Plazmos mėginiai 

laikomi -80 °C.  

 Echokardiografinis kylančiosios aortos tyrimas atliktas Lietuvos 

sveikatos mokslų universiteto Kardiologijos klinikoje. Tyrimas buvo 

paruoštas pagal „The Code of Ethics of the World Medical“ asociacijos 

reikalavimus (Helsinkio deklaracija) ir patvirtintas Kauno Regioninio 

Biomedicininių tyrimų etikos komiteto (Nr. P2-BE-2-12/2012).  

2.1.2  RNR gryninimas iš KAA audinių ir RNR kokybės įvertinimas 

2.1.2.1  DEPC-H2O ruošimas 

 700 µl dietilo pirokarbonato (DEPC) (Roth) skiedžiama 700 ml 

dejonizuoto vandens, 24 val. inkubuojama maišant ir autoklavuojama 1 

atmosferos slėgyje 20 min. Laikoma +4°C temperatūroje. 

2.1.2.2  RNR gryninimas   

 Visuminė RNR iš aortos sienos audinių buvo gryninama naudojant 

mirVana Ambion  rinkinį (ThermoFisher Scientific). RNR gryninimo metu, 

mėginį centrifuguojant 1000xg greičiu +4 °C temperatūroje taip pašalinant į 

audinį įsigėrusį RNAlater (ThermoFisher Scientific), audinių gabaliukai buvo 

sutrupinami grūstuvėje, šaldant skystame azote. Audinio milteliai perkeliami 

į 600 µl  ląsteles ardančio buferio, papildomai pridedant 15 µl RNazių 

inhibitorių Ribolock, inkubuojama 10 min. lede. Pridedama 600 µl fenolio-

choroformo mišinio ir maišoma purtyklėje 1 min. Mišinys centrifuguojamas 

http://www.google.lt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&ved=0CDwQFjAE&url=http%3A%2F%2Fwww.biokits.com%2Fproductinfo%2F681%2FmirVana-PARIS-Kit.html&ei=ArcWVbLgBIufygPHyIGYCg&usg=AFQjCNFHk4tztPZFcmhz6JauFrP0D-cmbg&bvm=bv.89381419,d.bGQ
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5 min 12000xg greičiu 16 °C temperatūroje. Mėgintuvėlis atsargiai 

ištraukiamas iš centrifugos, į atskirą mėgintuvėlį atskiriama tirpalo viršutinė 

frakcija, pridedama 1,25 tūrio 96% etanolio, tirpalas perkeliamas į kolonėlę ir 

centrifuguojama 30 s. Kolonėlė praplaunama du kartus naudojant 700 µl 

miRNR praplovimo tirpalą, bei vieną užpilant 500 µl praplovimo tirpalo, 

kiekvieną kartą centrifuguojant 30 s. Tada siekiant pašalinti likusį skystį 

kolonėlė 2 min. centrifuguojama tuščia. RNR yra eliuojama, užpilant 20-30 

µl RNazių neturinčio vandens ir centrifuguojant 1 min. 16000xg greičiu. 

2.1.2.3  RNR vientisumo tikrinimas Agilent nanogardelėje 

 Visuminės RNR integralumas buvo patikrintas Agilent 

bioanalizatoriumi išmatavus RNR integralumo rodiklį RIN, kuris skaičiuoja 

ribosominių 28S/18S santykį. RNR molekulinės masės žymuo (200 – 6000 

nt) pakaitinamas 70°C temperatūroje 2 min. išpilstomas po 1,1 ul ir laikomas 

– 80°C temperatūroje. Tiriamos RNR taip pat pakaitinamos 70°C 

temperatūroje 2 min., taip sumažinant galimų RNR antrinių struktūrų kiekį. 

Paruošiamas Agilent RNA 6000 Nano gelis - 550 µl gelio centrifuguojama 

per specialų filtrą 1500xg greičiu 10 min. Į 65 µl filtruoto gelio pilama 1 µl 

RNA 6000 Nano dažo koncentrato. Mišinys sumaišomas ir centrifuguojamas 

13000xg greičiu 10 min. kambario temperatūroje. Pirmiausia į visus 

pažymėtus gardelės šulinėlius nešama po 9 µl dažo ir gelio mišinio, tada 

įnešama po 5 µl RNA Nano 6000 žymens (25 nt ilgio vidinio žymens, nuo 

kurio bus pradėta fiksuoti mėginių fluorescencija) ir po 1 µl pakaitintų tiriamų 

RNR, išskyrus į pažymėtą šulinėlį įnešamas 1 µl RNR molekulinės masės 

žymuo. Naudojama 250 ng/µl RNR koncentracija. Gardelė purtoma 2000 

apsisukimų per minutę greičiu 60 s. IKA purtyklėje ir patalpinama į Agilent 

2100 bioanalizatorių (Agilent Technologies), kur vykdoma kapiliarinė 

elektroforezė. Gavus duomenis įvertinamas RNR vientisumo skaičius (RIN). 

2.1.3  miRNR sekoskaitos bibliotekų ruošimas 

2.1.3.1  RNR koncentracijos matavimas 

 Ruošiant miRNR sekoskaitos bibliotekas, siekiant užtikrinti vienodus 

RNR kiekius, nešamus į reakcijas, tiksli RNR koncentracija, buvo matuojama 

Qubit RNA HS (ThermoFisher Scientific) reagentu, specifiškai susirišančiu 

su RNR, ir itin tiksliai nustatančiu RNR kiekį. Pirmiausia buvo paruošiamas 

tirpalas, kai 1 µl dažo sumaišoma su 199 µl reakcijos buferio. Šiame dažo-

buferio tirpale 20 kartų praskiedžiami RNR kiekio standartai, bei 200 kartų 

praskiedžiami mėginiai, sumaišoma ir inkubuojama 2 min. kambario 
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temperatūroje. Koncentracija nustatoma su Qubit fluorimetru (ThermoFisher 

Scientific).  

2.1.3.2  miRNR sekoskaitos bibliotekų paruošimas 

 miRNR, išgrynintos iš audinių arba kraujo plazmos, sekoskaitos 

bibliotekos ruoštos, naudojant NEXTflex Small RNA-Seq Kit v3 

(PerkinElmer) rinkinį. Vykdomi žingsniai - 3‘ Adapterio ligavimas, 3‘ 

adapterių pertekliaus pašalinimas naudojant magnetines daleles, 3‘ adapterio 

pertekliaus inaktyvacija, 5‘ adapterio ligavimas, kDNR sintezė, medžiagų 

likusių po kDNR sintezės pašalinimas, PGR reakcija, tinkamo ilgio PGR 

produktų gryninimas naudojant magnetines daleles bei PAGE gelį. 3‘ 

adapteriai buvo liguojami į reakciją nešant 1,6 µg visuminės RNR arba 10,5 

µL RNR išgrynintos iš aortos sienos audinių arba kraujo plazmos, atitinkamai. 

RNR, išgrynintos iš audinių atveju, 3′ ir 5‘ adapteriai buvo skiedžiami 1/3,  

išgrynintos iš plazmos – 4 kartus. Adapterių pertekliaus pašalinimas ir 

inaktyvacija, kDNR sintezė vykdyta pagal gamintojo rekomendacijas. RNR, 

išgrynintos iš audinių arba plazmos mėginių atvejais kDNR dauginama 18 

arba 23 PGR ciklų atitinkamai. miRNR sekoskaitos bibliotekos, paruoštos iš 

plazmos mėginių, buvo frakcionuojamos 6% akril-amidiniame gelyje, 

pašalinant 130 bp (susiformavusius adapterių dimerius) ir 160 bp priemaišas, 

ir išpjaunant ir išgryninant tikslinį 150 bp produktą pagal gamintojo 

rekomendacijas.  

  Sekoskaitos bibliotekų paruošimo efektyvumas įvertintas Agilent 

bioanalizatoriumi (Agilent technologies), naudojant Agilent High Sensitivity 

DNA (Agilent technologies) rinkinį. Visais miRNR sekoskaitos bibliotekų 

ruošimo atvejais gautos tikslinės miRNR frakcijos, kurių koncentracija buvo 

pakankama sekoskaitai. Tiksli bibliotekų koncentracija buvo nustatoma 

naudojant KAPA Library Quantification (Rosche) rinkinį, idenfikuojantį tik 

abu sekoskaitos pradmenis turinčius, t.y. sekoskaitai tinkamus DNR 

fragmentus. miRNR sekoskaitos bibliotekos hibridizuotos prie Illumina 

MiSeq sekoskaitos lusto (Illumina) ir visuminė sekoskaita buvo atlikta su  

Illumina MiSeq  sekoskaitos platforma, naudojant MiSeq™ Reagent Kit v2 

reagentus (Illumina) ir sekvenuojant 50 ciklų.  

 Sekoskaitos bibliotekų paruošimo optimizacija naudojant iš kraujo 

plazmos išgrynintą RNR buvo atlikta doktorantės S. Gasiulės. Toliau 

bibliotekas, naudojant iš kraujo plazmos išgrynintą RNR, paruošė dr. V. 

Stankevičius, DNMTS, BTI.   

 miRNR sekoskaitos duomenų analizė bei miRNR taikinių paiešką dr. 

R.Ražanskas, EGIS, BTI.  
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2.1.3.3  miRNR sekoskaitos bibliotekų įvertinimas Agilent nanogardelėje  

 Visų sekoskaitos bibliotekų tikslinių produktų ilgis ir priemaišos 

įvertintos Agilent bioanalizatoriumi (Agilent technologies), naudojant Agilent 

High Sensitivity DNA (Agilent technologies) rinkinį. Į High Sensitivity DNA 

gelį pridedama 15 µl High Sensitivity DNA dažo koncentrato ir 

centrifuguojama per specialų filtrą 2240 x g greičiu 10 min. Į visus pažymėtus 

gardelės šulinėlius nešama po 9 µl dažo ir gelio mišinio, tada įnešama po 5 µl 

High Sensitivity DNA žymens (35 nt ilgio vidinio žymens, nuo kurio 

pradedama fiksuoti mėginių fluorescencija, bei 10380 nt ilgio, ties kuriuo 

baigiasi mėginių detekcija) ir po 1 µl tiriamos sekoskaitos bibliotekos, 

išskyrus į pažymėtą šulinėlį įnešamas 1 µl DNR molekulinės masės žymuo. 

Gardelė purtoma 2000 apsisukimų per minutę greičiu 60 s IKA purtyklėje ir 

patalpinama į Agilent 2100 bioanalizatorių, kur vykdoma kapiliarinė 

elektroforezė. Gavus duomenis įvertinamas sekoskaitos bibliotekos 

grynumas, t.y kiek produktų yra 150 bp ilgio.  

2.1.3.4  miRNR sekoskaitos bibliotekų koncentracijos nustatymas  

 Tiksli sekoskaitos bibliotekų koncentracija nustatoma tikro laiko PGR 

metodu naudojant KAPA Library Quantification (Rosche) rinkinį. Pirmiausia 

5 ml 2 x KAPA SYBR FAST qPCR master Mix sumaišomas su 1 ml 10 x 

specifinių pradmenų mišinio. Tirpalas išpilstomas mažais kiekiais, vengiama 

šildyti/šaldyti ir laikoma -20°C temperatūroje. Priklausomai nuo pradinės 

koncentracijos mėginiai yra skiedžiami 100000-500000 kartų RNazių 

neturinčiame vandenyje (ThermoFisher Scientific) arba 10mM Tris-HCl 

(Roth), pH = 8.0, buferyje. 12 µl paruošto buferio maišoma su 4 µl vandens ir 

4 µl mėginio. Taip pat supilstomi standartai – nurodantys 0.0002 pM, 0.002 

pM, 0.002 pM, 0.02 pM, 0.2 pM, 2 pM, 20 pM DNR koncentracijas.  

Vykdoma tikro laiko PGR. Sąlygos: 1) 95°C 5 min., 2) 95°C 30 s., 3) 60°C 

45 s., 2-4 žingsniai kartoti 35 kartus. PGR laikomas tinkamu, jei apskaičiuotas 

reakcijos efektyvumas svyruoja 90-110%, R2≥0.99. Iš standartinės kreivės 

paskaičiuojama sekoskaitos bibliotekų koncentracija ir normalizuojama pagal 

tikslinės bibliotekos nukleotidų skaičių. Standartinei kreivei naudojami DNR 

produktai yra 452 bp ilgio, mūsų tikslinė biblioteka - 150 bp ilgio. Tam 

koncentracijos yra padauginamos iš 452/150 santykio. 

2.1.3.5  Sekoskaitos bibliotekų paruošimas Illumina sekoskaitai 

 Prieš pat sekoskaitą 6 sekoskaitos bibliotekos proporcingai sumaišomos 

į bendrą mišinį, 15-30 µl Rnazių neturinčiame vandenyje (ThermoFisher 
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Scientific), kad galutinė visų bibliotekų koncentracija būtų 2 nM. Naujai 

paruošiamas 0,2 N NaOH (Roth).  200 µl 1 N NaOH sumaišoma su 800 µl 

Rnazių neturinčiu vandeniu (ThermoFisher Scientific). Atšildomas HT1 

buferis (Illumina) ir laikomas +4°C. 5 µl 2 nM sekoskaitos bibliotekos 

sumaišoma su 5 µl 0,2 N NaOH, nucentrifuguojama ir inkubuojama 5 min. 

kambario temperatūroje. Tada į mišinį pridedama 990 µl HT1 buferio, 

gaunama galutinė 10 pM bibliotekos koncentracija.  

 Sekoskaitos klasterių formavimo, sekoskaitos ir prisilyginimo 

efektyvumui nustatyti bei esant dideliam vienodų nukleotidų persidengimui 

kompensuoti yra naudojama bakteriofago PhiX genomo biblioteka (Illumina), 

kuri yra sumaišoma su sekoskaitos bibliotekomis. Pirmiausia 2 µl 10 nM PhiX 

sumaišoma su 3 µl vandens ir denatūruojama su 5 µl 0,2 N NaOH, inkubuojant 

5 min. kambario temperatūroje. Tada į mišinį pridedama 990 µl HT1 buferio. 

375 µl šio tirpalo sumaišoma dar su 225 µl HT1 buferio, ir gaunama galutinė 

12,5 pM PhiX bibliotekos koncentracija.  

 Paruošiamas sekoskaitos lustas (Illumina), reagentus sumaišant, lustą 

vartant 10 kartų.  Sekoskaitos gardelė (Illumina) yra atplaunama nuo druskų, 

su 250 ml vandens, leidžiant vandens srovę iš viršaus ir sausai nuvaloma su 

servetėlėmis nepaliekant jokių atplaišų. 600 µl 10 pM sekoskaitos bibliotekų 

sumaišoma su 5 µl 12,5 nM PhiX bibliotekos, ir nešama į sekoskaitos lustą.  

2.1.4  Tikro laiko RT-PGR 

2.1.4.1  Komplementarios DNR (kDNR) sintezė 

 Kad būtų išvengta užteršimo genomine DNR, visuminė RNR pirmiausia 

veikiama dsDNase (ThermoFisher Scientific) pagal gamintojo 

rekomendacijas. Toliau vykdoma miRNR arba informacinės iRNR kDNR 

sintezė.  Reakcijos tūris – 20 µl. Mišinį sudarė 4 µl 5x RT reakcijos buferio, 

0,4 µl 25 mM dNTP mišinio (ThermoFisher Scientific), 0,4 µl 40 vnt/µl 

RNazių slopiklio RiboLock (ThermoFisher Scientific), 1 µl 200 vnt/µl 

RevertAid (M-MuLV) atvirkštinės transkriptazės (ThermoFisher Scientific), 

0,8 µl 0,25 µM miRNR specifiško (Metabion) arba 1 µl 100 µM įvairių 

atsitiktinių heksamerų pradmenų mišinio (ThermoFisher Scientific). 

Visuminės RNR į reakciją nešama 100 ng. miRNR atvirkštinės transkripcijos 

reakcijos sąlygos: 1) 25°C 20 min., 2) 37°C 60 min., 3) 70°C 10 min. iRNR 

atvirkštinės transkripcijos antras žingsnis vykdytas 42°C. miRNR specifiški 

pradmenys pateikiami p12 lentelėje. 
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2.1.4.2  Tikro laiko PGR  

 Tikro laiko PGR reakcija vykdyta naudojant SYBR Green PGR rinkinį 

(ThermoFisher Scientific). Kiekybinė PGR atliekama po kDNR sintezės. 

Bendras reakcijos tūris – 20 µl.  Kiekvienai reakcijai naudojama 10 µl 10-32 

kartus skiestos kDNR (priklausomai nuo tiriamos miRNR ar iRNR) ir  0,3 µM 

tiesioginio ir atvirkštinio pradmenų mišinio bei 10 µl Maxima SYBR 

Green/ROX qPCRMaster (2X) mišinio. Kiekybinė PGR vykdoma 0,1 ml 

mėgintuvėlių juostoje naudojant Rotor-Gene (Qiagen) aparatą. Reakcijos 

sąlygos: 1) 95°C 10 min. - pradinė denatūracija, 2)  95°C 15 s , 3) 55°C 1 min., 

4) 60°C 30 s (2-4 žingsniai kartoti 3 kartus), 5) 95°C 10 s, 6) 60°C 30 s 5-6 

žingsniai kartoti 32 kartus. iRNR atveju vykdyta standartinė trijų žingsnių 

PGR reakcija. 

 miRNR/iRNR raiška vertinama lyginamojo CT metodu. Tiriamos 

miRNR raiška lygi 2-∆∆C
t, kur ∆∆Ct yra (Ct miRNR/iRNR - Ct endogenine) - (Ct kontrolė 

- Ct endogenine).  miRNR atveju audinių atveju endogeninė kontrole naudota 

miR-152-3p. iRNR atveju endogenine kontrolė naudota GAPDH. Kiekybinė 

PGR vykdoma naudojant Rotor-Gene (Corbett Life Science) aparatą. 

Pradmenų sekos pateikiamos lentelėse p13 ir p14.  

2.2 Medžiagos ir metodai naudoti, dirbant su virškinimo sistemos 

vėžiniais bei sveikais audiniais 

2.2.1  Virškinimo sistemos vėžiniai bei sveiki audiniai 

 Vėžiniai audiniai buvo surinkti navikų šalinimo operacijų metu. 

Pacientams prieš ir po operacijos nebuvo taikoma nei radioterapija, nei 

chemoterapija. Mėginys surinkimo metu padalintas į dvi dalis, viena dalis 

užfiksuota formaline ir išanalizuota histologiškai įvertinant naviko stadiją bei 

diferenciacijos laipsnį, antra dalis šaldoma skystame azote ir laikoma −80◦C 

iki RNR gryninimo.  

 Iš viso surinkta 12 kasos, 13 skrandžio ir 12 storosios žarnos navikų. Visi 

kasos ir storosios žarnos navikų mėginiai buvo paimti iš T3 navikų stadijos 

(pagal TNM klasifikaciją). Visi vėžiniai audiniai pasižymėjo arba vidutiniškai 

(G2), arba silpnai (G3) diferencijuotomis ląstelėmis. Kontroliniai kasos 

audiniai (n=8) buvo surinkti iš sveikų donorų organų transplantacijos metu; 

kontroliniai skrandžio audiniai (n=15) - skrandžio mažinimo operacijos metu; 

kontroliniai storosios žarnos audiniai (n=6) - žarnų šalinimo operacijų metu 

arba esant kitiems žarnyno susirgimams.  
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 Mėginiai buvo surinkti  LSMU Virškinimo sistemos tyrimų instituto, 

Chirurginės gastroenterologijos laboratorijoje. Navikai ir sveiki audiniai buvo 

paimti iš pacientų gavus jų raštišką sutikimą. Tyrimas buvo paruoštas pagal 

„The Code of Ethics of the World Medical“ asociacijos reikalavimus 

(Helsinkio deklaracija). 

2.2.2  RNR gryninimas iš vėžinių ir sveikų virškinimo sistemos audinių 

 RNR iš navikų ir sveikų kontrolinių audinių buvo gryninama naudojant 

mirVana PARIS  rinkinį (ThermoFisher Scientific). Audinys buvo sutrinamas 

naudojant mažą grūstuvą 300 µl ląsteles ardančiame buferyje, papildomai 

pridedant 15 µl RNazių inhibitorių Ribolock. Tada užpilama 300 µl 

denatūruojančio buferio, sumaišoma ir inkubuojama 5 min. lede. Toliau 

pridedama 600 µl fenolio-choroformo mišinio ir maišoma purtyklėje 1 min. 

Mišinys centrifuguojamas 5 min. 12000xg greičiu 16 °C temperatūroje. Į 

atskirą mėgintuvėlį atskiriama tirpalo viršutinė frakcija, pridedama 1/3 tūrio 

96% etanolio, tirpalas perkeliamas į kolonėlę (ant jos surenkama ilgųjų (>200 

nt) RNR frakcija) ir centrifuguojama 30 s. Filtratas surenkamas, į jį pridedama 

2/3 tūrio 96% etanolio ir nešama į kitą kolonėlę (ant jos surenkama trumpųjų 

(<200 nt) RNR frakcija, centrifuguojama 30 s. Abi kolonėlės praplaunamos 

du kartus naudojant 700 µl miRNR praplovimo tirpalą, bei vieną užpilant 500 

µl praplovimo tirpalo kiekvieną kartą centrifuguojant 30 s. Siekiant pašalinti 

likusį skystį kolonėles centrifuguojamos tuščios. RNR yra eliuojama, užpilant 

20-30 µl RNazių neturinčio vandens (ThermoFisher Scientific) ir 

centrifuguojant 30 s 16000xg greičiu. Išskiriamos dvi RNR frakcijos: iki 200 

nt ir ilgesnės nei 200 nt. 

 Trumpųjų RNR (<200nt) frakcija buvo naudojama mirtroninių miRNR 

atvirkštinei transkripcijos reakcijai  ir tikro laiko PGR eksperimentams. Ilgųjų 

RNR (>200nt) RNR integralumas patikrinamas Agilent bioanalizatoriumi 

(Metodas 2.1.2.3). 

2.2.3  kDNR sintezė ir tikro laiko PGR, tiriant mirtronines miRNR 

 Kad būtų išvengta užteršimo genomine DNR, visi trumpųjų (<200 nt) 

RNR frakcijos miRNR mėginiai veikiami DNazeI (ThermoFisher Scientific) 

pagal gamintojo rekomendacijas.  

 miRNR kDNR sintezės ir tikro laiko PGR reakcijos vykdytos kaip ir 

2.1.4.1 ir 2.1.4.2 metoduose, su keliais pakeitimais. Į reakciją buvo nešama 

200 ng trumpųjų RNR  (<200 nt) frakcijos, išgrynintos iš virškinimo sistemos 

audinių. Į tikro laiko PGR reakciją nešama neskiesta kDNR. Endogeninė 

kontrole naudota RNU48 raiška. Pradmenys pateikiami lentelėse p13 ir p14.  

http://www.google.lt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&ved=0CDwQFjAE&url=http%3A%2F%2Fwww.biokits.com%2Fproductinfo%2F681%2FmirVana-PARIS-Kit.html&ei=ArcWVbLgBIufygPHyIGYCg&usg=AFQjCNFHk4tztPZFcmhz6JauFrP0D-cmbg&bvm=bv.89381419,d.bGQ
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2.3 Medžiagos ir metodai naudoti, dirbant su virškinimo ir 

šalinimo sistemos vėžinėmis ląstelėmis 

2.3.1  Eukariotinių ląstelių linijos  

HEK 293A -  žmogaus embrioninės inkstų ląstelės; 

Panc-1  - žmogaus kasos latako epitelinė karcinoma; 

SU.86.86 - žmogaus kasos latako karcinoma; metastazė iš kepenų;   

T3M4 - žmogaus kasos latako karcinoma; metastazė;  

Caki-1 - žmogaus inkstų šviesių ląstelių karcinoma, metastazė iš odos;  

786-O - žmogaus inkstų ląstelių adenokarcinoma;   

HCT116 - žmogaus storosios žarnos karcinoma;  

Kato III  - žmogaus skrandžio karcinoma; metastazė iš limfmazgių.  

2.3.2  Medžiagos eukariotinių ląstelių kultivavimui 

RPMI 1640 – Roswlell Park memorial Institute ląstelių auginimo terpė 

(ThermoFisher Scientific); 

FBS – jaučio vaisiaus serumas (ThermoFisher Scientific); 

Antibiotikai – 50 mg/ml penicilinas ir streptomicinas (ThermoFisher 

Scientific); 

200mM L-Glutaminas  (ThermoFisher Scientific); 

Tripsinas (ThermoFisher Scientific); 

PBS – ląstelių praplovimo buferis, pH=7,4, 137mM NaCl, 2,7mM KCl, 8,1 

mM Na2HPO4, 1,47mM KH2PO4 (cheminiai reagentai iš Roth); 

DMSO (Sigma); 

Kultivavimo indai - 75cm2 paviršiaus ploto flakonai, 21,2 cm2 lėkštelės 

(Orange Scientific); 

Sterilios 5 ml, 10 ml, 25 ml pipetės (Orange Scientific); 

2ml kriogeniniai mėgintuvėliai (ThermoFisher Scientific). 

2.3.3  Ląstelių linijų kultivavimas  

 Eukariotinės ląstelės auginamos RPMI 1640 terpėje su 10 % FBS, 

pridėjus 100 U/ml penicilino, 100 μg/ml  ir 2 mM L-glutamino iki kol 

padengia 70-80% flakono auginimo paviršiaus ploto. Tada nuo flakono 

paviršiaus atkeliamos praplaunant PBS tirpalu ir užpylus 0,02 mM tripsino/0,4 

mM EDTA tirpalu, inkubuojant 37°C temperatūroje 2-7 min. priklausomai 

nuo ląstelių linijos. Tripsinas inaktyvuojamas užpilant RPMI 1640 su serumu 

terpės, ląstelės nusodinamos centrifuguojant 1000 x g greičiu 5 min. kambario 

temperatūroje, suspenduojamos augimo terpėje, skaičiuojamos ir persėjamos.  
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2.3.4  Ląstelių atšildymas/ užšaldymas 

 Ląstelės atšildomos jas laikant 2 min. 37°C temperatūros vandens 

vonelėje. Ląstelių suspensija pamažu sulašinama į 15 ml RPMI 1640 augimo 

terpės su priedais 75 cm2 flakone ir auginamos 37°C temperatūroje ir 5% CO2 

bei 95% drėgmės atmosferoje. Praėjus 24 val. pakeičiama terpė. 

 Šaldant ląstelės nucentrifuguojamos ir suspenduojamos 10% DMSO 

jaučio vaisiaus serumo tirpale. Laikomos leduose, atšalusios išpilstomos į 

kriogeninius mėgintuvėlius. Mėgintuvėliai laikomi -80°C temperatūroje, 

vėliau perkeliami į duiarą su skystu azotu ilgalaikiam saugojimui.  

2.3.5  Ląstelių skaičiavimas 

 Ląstelės skaičiuojamos naudojant „CedexHires“ (Nexelom) ląstelių 

skaičiavimo aparatą. Ląstelių suspensija sumaišoma su 0,2 % tripano 

mėlynuoju dažu (Roche). Į gyvybingas ląsteles dažas nepatenka, o 

negyvybingos ląstelės nusidažo mėlynai. Automatiškai paskaičiuojamas 

gyvybingų ir negyvybingų ląstelių skaičius 1 ml suspensijose.  

2.3.6  Mikoplazmos užkrato nustatymas  

 Naudojant mikoplazmai specifinius pradmenis GPO3 ir MGSO 

atliekama PGR. Pradmenys pateikiami lentelėje p15. Reakcijos tūris - 20 μL, 

vienai reakcijai naudojama 2 μL 10x DreamTaq buferio (ThermoFisher 

Scientific), 0,4 μL 10 mM dNTP (ThermoFisher Scientific), po 0,16 μL 100 

μM tiesioginio ir atvirkštinio pradmenų, 0,2 μL 5 U/μL DreamTaq DNR 

polimerazės (ThermoFisher Scientific). Į PGR mišinį įdedama RPMI terpė, 

kurioje ląstelės yra kultyvuojamos. Reakcijos sąlygos: 1) 98°C 30s, 2) 98°C 

10s 3) 58°C 15 s, 4) 72°C 45 s, 5) 72°C 5 min. 2-4 žingsniai kartojami 40 

kartų. PGR produktai analizuojami 1% agaroziniame gelyje. 

2.3.7  Transfekcija 

 Vektoriai, pcDNA3-SRSF1, pcDNA3-SRSF2, bei laukinio tipo ir 

mutacijas turintys vektoriai pcDNA3-DHX30, pcDNA3-PLEKHJ1, 

pcDNA3-MGAT4B, pcDNA3-NELFE, pcDNA3-ATG4D, pcDNA3-DDX5, 

pcDNA3-KHSRP, pcDNA3-CARL ir pcDNA3-RPL8 transfekuojami į 

eukariotines HCT116 storosios žarnos vėžio ląsteles naudojant Lipofectamine 

LTX ir PLUS reagentus (ThermoFisher Scientific). 24 val. prieš transfekciją 

užsėjama 0,9 mln. HCT116 ląstelių į 21,2 cm2 lėkštutes. Paruošiamas 

transfekcijos mišinys - 3,5 µg plazmidinės DNR sumaišoma su 3,5 µl PLUS 

reagento ir praskiedžiama RPMI 1640 terpe be serumo iki 300 µl. Kitame 

mėgintuvėlyje 18 µl Lipofectamine LTX reagento praskiedžiama iki 300 µl 
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RPMI 1640 terpe be serumo. Mišiniai sumaišomi ir inkubuojami 5 min. 

kambario temperatūroje. Pakeičiama auginimo terpė ir transfekcijos mišinys 

sulašinamas ant HCT116 ląstelių. Ląstelės auginamos 24 val., tada terpė su 

transfekcijos mišiniu pakeičiama nauja. RNR bei baltymų raiška stebima 

praėjus 48 val. Atlikti mažiausiai trys nepriklausomi biologiniai pakartojimai.  

2.3.8  RNR gryninimas iš ląstelių linijų  

 RNR iš ląstelių linijų buvo gryninama naudojant RNAzol RT (Molecular 

Research Center). Ląstelės lizuojamos 21,2 cm2 auginimo flakonuose užpilant  

2 ml RNAzol RT reagento, suspensija išpilstoma po 1 ml ir laikoma -20°C 

temperatūroje. Ląstelių lizatai atšildomi 37°C. Ant jų užpilama po 400 µl 

DEPC paveikto vandens, inkubuojama kambario temperatūroje 15 min., 

centrifuguojama 16000 x g greičiu 4°C temperatūroje 15 min. Po 1 ml 

supernatanto nusiurbiama į naujus mėgintuvėlius su 0,4 ml 75% etanolio, 

inkubuojama 4°C temperatūroje 10 min., tada centrifuguojama 12000 x g 

greičiu 4°C temperatūroje 8 min. Supernatantai (po 1 ml), kuriuose yra 

trumpųjų RNR (< 200 nt) frakcijos nusiurbiami į naujus mėgintuvėlius su 0,8 

ml 100% izopropanolio, inkubuojami 4°C temperatūroje 30 min., tada 

centrifuguojami 12000xg greičiu 4°C temperatūroje 15 min. Kol supernatantai 

laikomi su izopropanoliu, susidariusios  ilgųjų RNR (>200 nt) frakcijos 

nuosėdos 2 kartus praplaunamos 0,5 ml 75% etanoliu centrifuguojant 8000xg 

greičiu 4°C temperatūroje 3 min. ir ištirpinamos RNazių neturinčiame 

vandenyje (ThermoFisher Scientific). Po centrifugavimo į nuosėdas 

iškritusios trumposios RNR 2 kartus praplaunamos 0,5 ml 70% izopropanoliu 

centrifuguojant 8000xg greičiu 4°C temperatūroje 3 min., tada ištirpinamos 

RNazių neturinčiame vandenyje (ThermoFisher Scientific), išpilstomos 

mažesniais kiekiais, užšaldomos skystame azote ir saugomos -80°C 

temperatūroje.  

 Išskiriamos dvi RNR frakcijos: iki 200 nt ir ilgesnės nei 200 nt. 

Trumpųjų RNR (<200nt) frakcija buvo naudojama mirtroninių miRNR 

atvirkštinei transkripcijos reakcijai ir tikro laiko PGR eksperimentams. Ilgųjų 

RNR (>200nt) frakcija – splaisingo efektyvumo nustatymui. Tikro laiko PGR 

eksperimentai atliekami kaip aprašyta metode 2.2.3 
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2.4 Medžiagos ir metodai naudoti, dirbant su E.coli  bakterijomis 

2.4.1 E.coli bakterijų kamienas  

ER2267 genotipas: F’ proA+B+ lacIq Δ(lacZ)M15 zzf::mini-Tn10 (KanR)/ 

Δ(argF-acZ)U169 glnV44e14-(McrA-) rfbD1? recA1 endA1 spoT1? thi-1 

Δ(mcrC-mrr)114::IS10 

2.4.2  Medžiagos E.coli bakterijų kultyvavimui  

LB terpė – 1% peptono (BD-Difto), 0.5% mielių ekstrakto (BD-Difto), 0,5% 

NaCl (Roth) 

Agarizuota LB terpė – 2% agaro (BD-Difto), 1% peptono(BD-Difto), 0.5% 

mielių ekstrakto (BD-Difto), 0,5% NaCl (Roth) 

Antibiotikai – Ampilicilinas ir  kanamicinas (Roth) 

HMCK buferis – 10mM HEPES, 55mM MnCl2, 15mM CaCl2, 250mM KCl 

(cheminiai reagentai iš Roth); 

2.4.3  Elektroforezės buferiai 

Boratinis buferis, pH 8,2  - 100 mM H3B03×NaOH (Amresco), 2 mM EDTA 

(Roth), 15 mM CH3COOH (Roth); 

5x TBE  pH 8.3  - 54 g/L Tris-HCl (Roth), 27,5 g/L H3B03×NaOH (Amresco). 

2.4.4  Genų inžinerijos metodai, naudoti klonuojat genų dalis, kuriose lokalizuoti 

tiriami mirtronai 

 pSF2/ASF and pSC35 baltymo raiškos plazmidės buvo sukonstruotos dr. 

A. Kanopkos grupėje, ILBS, BTI. Sukonstruotų plazmidžių DNR nukleotidų 

sekos nustatytos Sekvenavimo centre, BTI. Genų inžinerijos metodams, jei 

neparašyta kitaip, naudoti „Thermo Fischer Scientific“ preparatai. 

2.4.4.1  Genų fragmentų padauginimas 

 Pirmiausia buvo padauginami fragmentai, kuriuose lokalizuoti tiriami 

mirtronai, ir naudojant restriktazes klonuojami į pcDNA3 vektorių. Genų 

fragmentai, kuriuose yra tiriami mirtronai, padauginami vykdant PGR 

reakciją. Mirtroninė miR-1226 lokalizuota DHX30, miR-1227 - PLEKHJ1, 

miR-1229 – MGAT4B, miR-1236 – NELFE, miR-1238 – ATG4D, miR-3064 

– DDX5, miR-3940 – KHSRP, miR-6515 – CARL, miR-6850 – RPL8 genų 

intronuose (p1 pav). DHX30 atveju padauginama sritis nuo 19 iki 21 egzono 

(padauginto fragmento ilgis – 578 bp), PLEKHJ1 - 5-7 egzono (fragmento 

ilgis –  401 bp, 7 egzone padauginama tik baltymą koduojančią dalis, 
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neįtraukiant 3' UTR sekos),  MGAT4B – tarp 11-13 egzonų (fragmento ilgis 

– 427 bp), NELFE - tarp 3-4 egzonų (fragmento ilgis – 318 bp), ATG4D – 

tarp 7-9 egzonų (fragmento ilgis – 428 bp), DDX5 - tarp 10-12 egzonų 

(fragmento ilgis 1675 bp), KHSRP – tarp 13-15 egzonų (fragmento ilgis - 585 

bp), CARL – tarp 5-7 egzonų (fragmento ilgis - 645 bp), RPL8 – tarp 2-4 

egzonų (fragmento ilgis – 864 bp) (p1 pav.). Naudojami pradmenys, 5‘ gale 

turintys sekas, kurias atpažįsta HindIII arba EcoRI ir 3‘ gale esančias sekas, 

kurias atpažįsta BamHI, EcoRI arba NotI (p8 lentelė) 

 PGR reakcijos tūris – 50 µl,  kiekvienai reakcijai naudojama 5 µl 1x High 

Fidelity polimerazės buferio, 5 µl 2 mM dNTP mišinio, po 2,5 µl 10 µM 

tiesioginio ir atvirkštinio pradmenų (Metabion), 2 µl 100ng/µl Jurkat ląstelių 

genominės DNR, 1 µl 1 vnt./µl Phusion High Fidelity DNR polimerazės. 

Reakcijos sąlygos: 1) 98°C 30 s, 2) 98°C 10 s 3) prilydimo temperatūra 

naudojama 5°C mažesnė už pradmenų lydymosi temperatūrą, 15 s, 4) 72°C 

45 s, 5) 72°C  5 min. 2-4 žingsniai kartojami 40 kartų.  

2.4.4.2  DNR išsodinimas 

 Gauti padauginti genų fragmentai išsodinami 4°C temperatūroje, 

centrifuguojant 16000 x g greičiu. Po PGR reakcijos mišiniai praskiedžiami 

vandeniu iki 200 µl ir sumaišoma su 200 µl fenolio-chloroformo mišinio 

(25:24) (Fluka), centrifuguojama 1 min. Susidariusios viršutinės frakcijos 

nusiurbiamos į  naujus mėgintuvėlius, sumaišomos su 200 µl chloroformo 

(Fluka) ir 40 µl 3M CH3COONa (Sigma), pH 5,2 ir centrifuguojama 1 min. 

Viršutinės frakcijos vėl nusiurbiamos, sumaišomos su 500 µl 96% etanolio 

(Vilniaus degtinė) ir 3 µl glikogeno, užšaldomos skystame azote 30 s ir 

centrifuguojamos 10 min. Iškritusios nuosėdos praplaunamos 200 µl 75% 

etanolio ir centrifuguojamos 5 min. Plovimas kartojamas 2 kartus. Po etanolio 

pašalinimo DNR nuosėdos džiovinamos 37°C temperatūroje 5 min. ir 

ištirpinamos 20-25 µl vandens. DNR koncentracija nustatoma naudojant 

NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific) spektrofotometrą.  

2.4.4.3  DNR karpymas restrikcijos endonukleazėmis 

 2 µg DNR hidrolizė vykdoma naudojant restrikcijos endonukleazes 5‘ 

gale esančias sekas atpažįstančias HindIII ir EcoRI ir 3‘ gale esančias sekas 

atpažįstančias BamHI, EcoRI ir NotI. Reakcijos tūris – 20 µl, kiekvienai 

reakcijai naudojama 2 µl 10x Tango (R arba O) buferio, 2 µg DNR, po 1µl 10 

vnt./µl HindIII (EcoRI) ir 10 vnt./µl BamHI (EcoRI arba NotI) endonukleazių. 

Inkubuojama 37°C temperatūroje 1 val., inaktyvacija vykdoma 80°C 
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temperatūroje 20 min. Sukarpyti produktai išfrakcionuojami agaroziniame 

gelyje ir gryninami. 

2.4.4.4  DNR gryninimas iš agarozinio gelio 

 DNR elektroforezė agaroziniame gelyje vykdoma horizontaliame 

elektroforezės aparate. Naudojamas 1-1,5% agarozinis gelis ir boratinis 

buferis. DNR mėginiai paruošiami juos sumaišius su DNR užnešimo dažu 

santykiu 1:6, užnešami į agarozinio gelio šulinėlius ir frakcionuojami. DNR 

fragmentų dydžiui nustatyti naudojami GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder  

ir GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder molekulinės masės žymenys. Po 

elektroforezės išfrakcionuoti DNR fragmentai išryškinami agarozinį gelį 

laikant 2 µg/ml etidžio bromido tirpale 20 min. ir gryninami naudojant Gene 

JET Gel Extraction Kit pagal gamintojo rekomendacijas.  

2.4.4.5  DNR fragmentų susiuvimas 

 Padauginti DNR fragmentai susiuvami su klonavimo vektoriumi 

pcDNA3. Bendras reakcijos tūris – 20 µl. Kiekvienai reakcijai naudojama 2 

µl 10x T4 DNR ligazės buferio, pcDNA3 ir/arba DNR fragmentai, 1 µl 5 

vnt./µl T4 DNR ligazės. Jei siuvami lipnūs galai, reakcija vykdoma kambario 

temperatūroje 15 min., jei buki – 60 min. Fermentas inaktyvuojamas 70°C 

temperatūroje 5 min. Pusė reakcijos mišinio naudojama E. coli ER2267 

imliųjų ląstelių transformacijai. 

2.4.4.6  Imliųjų ląstelių paruošimas ilgalaikiam saugojimui 

 Imliosios E. coli ER2267 kamieno ląstelės biologine kilpele 

atbraukomos ant agarizuota LB terpe užpiltos lėkštelės ir auginamos per naktį 

37°C termostate. Parenkamos atsitiktinės išaugusių bakterijų kolonijos ir 

atbraukomos ant agarozuots LB terpės. Kitą dieną bakterijų biomasė 

perkeliama į 250 mL LB terpę. Auginama purtyklėje 210 RPM greičiu 16°C 

temperatūroje, kol terpės optinis tankis ties 600 nm banga pasiekia 0,6. 

Užaugusi biomasė surenkama centrifuguojant 1500 x g greičiu 10 min. 4°C 

temperatūroje. Biomasės nuosėdos suspenduojamos 80 mL steriliame, ledo 

šaltumo HMCK buferyje ir inkubuojamos 10 min. ledo vonioje. Ląsteles 

centrifuguojamos taip pat kaip praeitame žingsnyje ir suspenduojamos 20 mL 

HMCK buferyje. Į suspensiją įdedama DMSO, kad galutinė koncentracija 

tirpale būtų 7%,  inkubuojama 10 min. ledo vonioje ir šaltame kambaryje 

išpilstoma į sterilius 1,5 mL mėgintuvėlius, užšaldoma skystame azote ir 

laikoma -80°C šaldiklyje. 
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 2.4.4.7  E. coli imliųjų ląstelių transformacija 

 Vektorių padauginimui 200 µl imliųjų E. coli ER2267 kamieno ląstelių 

suspenduojamos su puse tūrio susiuvimo mišinio, inkubuojama ledo vonelėje 

25 - 30 min., tada 1,5 min. laikoma 42°C temperatūros vandens vonelėje ir vėl 

inkubuojama 2 min. lede. Į mėgintuvėlį su ląstelių mišiniu įpilama apie 1 ml 

LB terpės ir inkubuojama 37°C temperatūroje 1 - 1,5 val. Po inkubacijos 

ląstelės išsėjamos ant agarizuotos LB terpės lėkštelėse su 100 µg/ml 

ampicilino ir 15 µg/ml kanamicino, auginamos 37°C temperatūroje per naktį. 

2.4.4.8  Diagnostinė PGR 

 Po imliųjų ląstelių transformacijos atliekama diagnostinė PGR, taip 

atrenkant E.coli bakterijų kolonijas, į kurias buvo sėkmingai buvo 

transformuoti vektoriai, turintys genų fragmentus. Bakterijų biomasė imama 

nuo vienos izoliuotos kolonijos ir dedama į PGR reakcijos mišinį. Bendras 

reakcijos tūris – 15 µl. Kiekvienai reakcijai naudojama 1,5 µl 10x Taq buferio 

be MgCl2, 0,9 µl 25mM MgCl2, 1,5 µl 20 mM dNTP mišinys, po 0,15 µl 100 

µM atvirkštinio ir tiesioginio pradmenų, 0,15 µl 5 vnt./µl Taq DNR 

polimerazės. Reakcija vykdyta kaip metode 2.9.2.1. Pradmenys pateikiami 

p16 lentelėje.  

2.4.4.9  Plazmidinės DNR išskyrimas 

 Po transformacijos atrinktos E.coli kolonijos užsėjamos į 5 ml LB terpės 

su 100 µg/ml ampicilino ir auginamos 37°C temperatūros purtyklėje 14-16 

val. Ląstelių biomasė surenkama centrifuguojant 1 min. maksimaliu greičiu 

kambario temperatūroje. Plazmidinė DNR skiriama iš surinktos bakterijų 

biomasės. Išskyrimui naudojamas Gene JET Plasmid Miniprep rinkinys, 

remiantis gamintojo rekomendacijomis. 

2.4.4.10  Tikslinių mutacijų konservatyvose srityse įvedimas 

 Naudojant pradmenis, su pakeistu nukleotidu, vieno apsisukimo PGR 

metodu į plazmides įvedamos dvi tikslinės mutacijos tiriamo introno 5‘ ir 3‘ 

konservatyvose splaisingo srityse, egzono – introno riboje. Nukleotidų 

pakeitimai vykdomi dviejomis stadijomis, pirmiausia pakeičiant 5‘ gale esantį 

konservatyvios introno srities GT guanino nukleotidą į citozino nukleotidą. 

Antros stadijos metu – 3‘ gale konservatyvios srities AG guanino nukleotidą 

pakeičiant į citoziną. Po kiekvienos mutacijos įvedimo prie linijinės plazmidės 

buvo prikabinama fosfato grupė, plazmidės 5‘ ir 3‘ galai susiuvami 

tarpusavyje ir transformuojamos į E. coli ER2267 ląsteles. Naudojami 

metodai analogiški 2.4.4.1-2.4.4.9. Pradmenys pateikiami p9 ir p10 lentelėse.  
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 Padaugintos ir išgrynintos plazmidės transfekuojamos į HCT116 ląsteles 

(metodas 2.3.7), tiriamas splaisingo efektyvumas ir galimų mirtroninių 

miRNR raiška (metodas 2.2.3).  

2.4.4.11  Splaisingo efektyvumo nustatymas 

 Ar į vektorius įvedus mutacijas vyksta tiriamų DHX30, PLEKHJ1, 

MGAT4B, NELFE, ATG4D, DDX5, KHSRP, CARL, RPL8 genų fragmentų, 

kuriuose yra tiriami mirtronai, splaisingas buvo nustatyta kokybiniu PGR 

metodu. Po atvirkštinės transkripcijos reakcijos (Metodas 2.1.4.1) vykdoma 

kokybinė PGR reakcija. Reakcijos mišinį sudarė 5 µl 10x TrueStart Hot Start 

Taq polimerazės buferio, 5 µl 2 mM dNTP mišinio, 3 µl 25mM MgCl2, po 1 

µl tiesioginio ir atvirkštinių pradmenų, 0,25 µl TrueStart Hot Start Taq DNR 

polimerazė (karšto starto polimerazė), 10 µl 10 kartų skiestos ilgųjų frakcijos 

kDNR. Reakcijos sąlygos: 1) 98°C 1 min., 2) 98°C 30 s 3) prilydimo 

temperatūra naudojama 5°C mažesnė už pradmenų lydymosi temperatūrą, 30 

s, 4) 72°C 45 s, 5) 72°C 5 min. 2-4 žingsniai kartojami 20 kartų. Padauginti 

produktai atskiriami 1% agaroziniame gelyje ir įvertinami fragmentų ilgai. 

TBP geno raiška buvo naudojama kaip endogeninė kontrolė (p11 lentelė). 

 2.5 Statistinė analizė  

 Statistinė analizė atlikta naudojant t-testą statistikos programose 

„SigmaPlot11“ arba GraphPad v6.0. Duomenys laikomi patikimais, kai 

p≤0,05.  
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3. REZULTATAI  

3.1 Visuminių miRNR raiškos pokyčių audinyje ir kraujo 

plazmoje, susiformavus krūtinės kylančiosios aortos aneurizmai, 

identifikavimas   

 Iki šiol miRNR kiekis krūtinės kylančiosios aortos aneurizmos 

(disertacijoje naudojamas sutrumpinimas KAA arba tiesiog kylančiosios 

aortos aneurizma) audiniuose buvo tirtas tikro laiko PGR metodu ir miRNR 

gardelėmis (11-13). Visuminiai miRNR sekoskaitos tyrimai KAA 

audiniuose nebuvo atlikti, nors tokiu būdu gali būti identifikuojamos naujos 

iki šiol kylančiosios aortos aneurizmoje netirtos miRNR. Be to šiuo metodu 

yra nustatomi visi miRNR izomirai bei efektyviai detektuojamos tos miRNR, 

kurių raiška mėginyje yra žema (229,230). Taip pat siekdami nustatyti, ar 

esant kylančiosios aortos aneurizmai iš audinio į kraują patenka miRNR, 

atlikome ne tik audinių, bet ir kraujo plazmoje cirkuliuojančių miRNR 

sekoskaitą. Naujos identifikuotos cirkuliuojančios miRNR ateityje gali būti 

naudojamos kaip biožymenys šios ligos nustatymui. 

 Žinoma, kad KAA yra skirstoma į sindromines formas (Marfano, Loeys–

Dietz, Shprintzen–Goldberg, Ehlers–Danlos sindromai), šeimyninę 

nesindrominę ir atsitiktinę. Sindrominės KAA formos išsivysto dėl genų 

mutacijų ir tarpusavyje yra labai skirtingos (8). Savo tyrimams pasirinkome 

tik atsitiktinę KAA formą, kuri retai yra siejama su genų mutacijomis ir nėra 

aišku, kokios priežastys lemia šios aneurizmos atsiradimą (10).  

 Siekdami nustatyti visuminius miRNR profilio pokyčius atsitiktinės 

KAA audiniuose bei kraujo plazmoje, visumine sekoskaita naudodami 

Illumina sekoskaitos platformą išanalizavome 14 KAA audinių bei 18 

plazmos mėginių. Sekoskaitos schema pateikiama 3.1 pav. A.  

 Svarbu pabrėžti, kad šio tyrimo metu buvo tiriamas išorinis, stipriausiai 

ligos pažeistas ir labiausiai išsiplėtęs krūtinės kylančiosios aortos radiusas. 

Kontroliniai sveiki aortos audiniai buvo surinkti iš širdies donorų aortos 

sienos fragmentų, likusių po širdies transplantacijos (n=4), bei iš aortos sienos 

fragmentų, „išmuštų“ iš aortos sienos pritvirtinant aortos ir vainikinių arterijų 

jungtį (AVAJ) (n=2). Kontrolinė plazmos mėginių grupė buvo surinkta iš 

sveikų pacientų, kai echoskopijos metu nebuvo nustatyti pakitimai 

kylančiojoje aortoje (n=7). Iš dalies šių pacientų, norint nustatyti, kaip 

pasikeičia miRNR raiškos profilis plazmoje po aneurizmos audinio 

pašalinimo, plazmos mėginiai buvo surinkti praėjus 3 mėnesiams po 
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operacijos (n=4). Demografiniai pacientų, kurių audiniai bei kraujo plazma 

buvo naudoti sekoskaitai, duomenys pateikiami p1 lentelėje.  

 Nors miRNR audiniuose yra gana stabili (231), siekdami išvengti ilgųjų 

RNR degradacijos sekų sekoskaitos metu,  įvertinome RNR, išgrynintos iš 

audinių, kokybę (Metodai 2.1.1 ir 2.1.2.3). Išgrynintos iš KAA audinių RIN 

reikšmė svyravo nuo 6,8 iki 7,9. Didesnė RIN reikšmės variacija stebėta RNR, 

išgrynintos iš sveikų aortos audinių, atveju - RIN svyravo nuo 6,0 iki 8,2, 

išskyrus vieną audinį, kai RIN reikšmė buvo nukritusi iki 4,2 (p3 lentelė). 

Taigi, didžioji dalis RNR mėginių, išgrynintų iš KAA ir sveikų audinių, 

pasižymėjo aukšta kokybe ir buvo tinkami sekoskaitai.  

 Svarbu pabrėžti, kad kraujo plazmos mėginiai buvo renkami laikantis 

aukštų kraujo surinkimo bei plazmos atskyrimo nuo kitų kraujo sudedamųjų  

 

3.1 pav. miRNR sekoskaitos duomenų analizė.  A) miRNR visuminės sekoskaitos 

schema; B) miRNR sekų kiekis, priklausomai nuo ilgio, audinių ir plazmos 

mėginiuose; C) 16-28 nukleotidų ilgio sekų prisilyginimas prie RNR ar DNR, audinių 

ir plazmos mėginiuose. Sekos, neprisilyginusios prie žmogaus genomo, žymimos – 

neprisilygino; D) Unikalių miRNR skaičius aortos ir plazmos mėginiuose. Po 

operacijos/OP – žymimi pacientai, iš kurių kraujas paimtas praėjus 3 mėnesiams po 

operacijos. KAA – krūtinės kylančiosios aortos aneurizma. 
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dalių reikalavimų (Metodas 2.1.1). Sekoskaitai pasirinkti tik tie mėginiai, kai 

hemoglobino sugertis ties 414 nm, buvo mažesnė už 0,2, bei eritrocitams 

specifinių mir-16-5p bei mir-451a slenkstinio ciklo (Ct) vertės buvo žemesnės 

nei 19 ir 22 atitinkamai, kas rodo, kad plazmos atskyrimo metu, neįvyko 

eritrocitų hemolizė ir į plazmą nepateko miRNR iš eritrocitų (p2 lentelė) 

(analizę atliko dr. V. Stankevičius, DNMTS, BTI).  

 Iš viso visuminės sekoskaitos metu buvo gauta 69.1 milijonai sekų, 

kurios pasižymėjo aukšta nukleotidų identifikavimo kokybe (miRNR 

sekoskaitos duomenų bioinformatinę analizę atliko dr. R.Ražanskas, EGIS, 

BTI). Audinių atveju vienam mėginiui teko nuo 1.5 to 3.7 milijonų sekų, 

plazmos - nuo 1.0 iki 2.5 milijonų. 94% sekų, gautų iš KAA ir sveikų aortos 

audinių miRNR sekoskaitos bibliotekų, prisilygino su žinomomis miRNR 

sekomis, pateiktomis miRBase v22 duomenų bazėje (232). Plazmos atveju, 

kai mėginyje yra itin mažas kiekis miRNR, taip pat pavyko puikiai gauti 

aukštos kokybės sekoskaitos bibliotekas – net 80% sekų prisilygino prie 

subrendusių miRNR sekų. Likusios 20% sekų daugiausia persidengė su 

genomine žmogaus DNR, ribosominėmis, transportinėmis ir ilgosiomis 

nekoduojančiomis RNR (3.1 pav. C). Nustatėme, kad plazmoje yra daugiau 

trumpesnių ir ilgesnių nei standartinio 22 nt ilgio cirkuliuojančių miRNR. Tai 

rodo, kad plazmoje sutinkama daugiau izomirų - miRNR dalinai 

„nugraužiama“ iš 3‘ galo arba priešingai yra papildomai pridedama nukleotidų 

(3.1 pav. B). Taip pat nustatėme, kad aortos audinyje iš viso vidutiniškai yra 

sintetinamos 531±60, kraujo plazmoje šiek tiek mažiau - 332±95 unikalios 

miRNR (3.1 pav. D). 

 Siekdami įvertini miRNR raiškos skirtumus KAA audiniuose analizę 

vykdėme tik su miRNR, kurių vidutinis sekų skaičius mėginyje buvo didesnis 

nei 10. Tokiu būdu atmetėme tas miRNR, kurių ląstelėse yra mažai, jų raiška 

varijuoja tarp mėginių ir sunku identifikuoti tokių miRNR įtaką bei reikšmę 

ląstelės procesams. Identifikavome 20 miRNR, kurių raiška skiriasi KAA 

audiniuose, lyginant su sveikais aortos audiniais (3.2 pav., 3.1 ir 3.2 lentelės).  

 Norint palyginti miRNR raiškos profilius kraujo plazmoje, buvo atlikta 

trijų tipų analizė: 1) KAA pacientų ir kontrolinių sveikų pacientų grupės; 2) 

KAA pacientų ir KAA pacientų,  praėjus 3 mėn. po operacijos grupės; 3) KAA 

pacientų ir grupės, gautos apjungus abi kontrolines grupes kontrolinių sveikų 

pacientų grupę ir KAA grupę, praėjus 3 mėn. po operacijos. Dėl didelės 

miRNR sekų skaičiaus variacijos tarp pacientų, analizę vykdėme pasirinkdami 

miRNR, kurių vidutinis sekų skaičius mėginyje buvo didesnis nei 20. Toks 

kiekis leido patikimiau identifikuoti miRNR plazmoje, o efektyvi detekcija 

yra būtina norint naudoti miRNR kaip biožymenis. 
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3.1 lentelė. miRNR sekoskaita nustatytas statistiškai patikimai pakitusių miRNR 

kiekis. Statistiškai patikimu laikytas pokytis, kai raiška didėja/mažėja >1.5, p<0.05, 

kai miRNR vidutinis sekų skaičius mėginyje daugiau nei 10.  

Grupės  

miRNR 

skaičius  Padidėjusi raiška  Sumažėjusi raiška 

Audiniai  

KAA vs Sv 

  

20 

  

15 

  

5 

Plazma 

KAA vs Sv 

  

14 

  

3 

  

11 

KAA vs Op  6  4  2 

KAA vs SV+Op  10  2  8 

 

3.2 lentelė. miRNR, kurių raiška pakitusi KAA audiniuose, lyginant su sveikomis 

aortomis, sąrašas. Statistiškai patikimu laikytas pokytis, kai raiška didėja/mažėja 

>1.5, kai p<0.05, kai miRNR vidutinis sekų kiekis daugiau nei 10. KAA – krūtinės 

kylančiosios aortos aneurizma.   

Nr. miRNR  Pokytis kartais  P reikšmė 

 

Padidėjusi raiška 

    

1 hsa-miR-10a-3p  2,69  2,05E-06 

2 hsa-miR-10a-5p  2,45  8,63E-07 

3 hsa-miR-150-5p  2,21  2,05E-05 

4 hsa-miR-199b-5p  2,12  1,19E-04 

5 hsa-miR-126-5p  1,89  7,95E-04 

6 hsa-miR-126-3p  1,88  2,10E-05 

7 hsa-miR-139-5p  1,74  7,22E-04 

8 hsa-miR-148a-3p  1,71  3,44E-05 

9 hsa-miR-10b-5p  1,70  7,78E-04 

10 hsa-miR-148a-5p  1,70  0,0112 

11 hsa-miR-99a-5p  1,68  1,76E-05 

12 hsa-miR-21-5p  1,67  1,10E-03 

13 hsa-miR-146a-5p  1,67  0,002 

14 hsa-miR-142-3p  1,66  0,020 

15 hsa-miR-542-3p  1,64  0,009 

 

Sumažėjusi raiška 

 
 

 
 

16 hsa-miR-1-3p  -1,59  0,001 

17 hsa-miR-133a-3p  -1,64  2,96E-07 

18 hsa-miR-1307-3p  -1,68  0,011 

19 hsa-miR-9-3p  -1,79  0,021 

20 hsa-miR-155-5p  -1,88  7,34E-08 
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3.2 pav. miRNR raiškos analizė KAA audiniuose. KAA audiniuose iš viso 

identifikuotos 20 statistiškai patikimai pakitusių miRNR. Pokytis kartais >1.5, 

p<0.05, analizuojamų miRNR vidutinis sekų kiekis >10. Raudona spalva žymi 

išaugusią miRNR raišką, mėlyna – sumažėjusią (pokyčio kartais logaritmas). KAA – 

krūtinės kylančiosios aortos aneurizma. 

 Iš viso trijose skirtingose palyginimo grupėse buvo nustatyta 17 miRNR, 

kurių kiekis mažėjo arba didėjo kraujo plazmoje, išsivysčius KAA. 

Pacientuose esant KAA, lyginant su kontroline sveikų pacientų grupe, keitėsi 

14 miRNR raiška. O praėjus 3 mėnesiams po KAA išpjovimo operacijos kito 

šešių miRNR kiekis (3.1 ir 3.3 lentelės, 3.3 pav. A.). Svarbu pabrėžti, kad trijų 

iš šių miRNR, miR-1255b-5p, miR-122-3p ir miR-23b-5p kiekis beveik 

sugrįžo į sveikuose pacientuose esantį raiškos lygį (3.3  pav. D). Siekdami 

identifikuoti miRNR, kurių raiška reikšmingiausiai keitėsi, analizę atlikome 

lygindami su grupe, gauta apjungus abi kontrolines grupes. Nustatėme, kad 

stipriausiai šioje grupėje mažėjo miR-122-3p raiška (3.3 lentelės).  

 Svarbu pažymėti tai, kad nė viena bendra miRNR, kurios kiekis keitėsi 

ir KAA audiniuose, ir plazmoje, esant KAA, nebuvo nustatyta (3.3  pav. B). 

Dar daugiau miR-122-3p, kurios kiekis stipriausiai mažėjo, miR-1255b-5p, 

kurios kiekis stipriausiai didėjo, bei kitos keturios miRNR miR-4732-3p, miR-

6803-3p, miR-375-3p ir miR-483-3p buvo labai silpnai ekspresuojamos KAA 

audiniuose (3.3  pav. C). Tikėtina, kad šios miRNR patenka į kraują iš kitų 

organų, kaip sisteminis atsakas į ligą (233). Taip pat įdomu paminėti, kad 

miR-6803-3p – tai mirtroninė miRNR, kilusi iš 5‘ tipo mirtronų. Šios miRNR 

raiška didėja, praėjus 3 mėnesiams po operacijos. Sunku identifikuoti, kaip ši 
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mirtroninė miRNR ir dėl kokios priežasties patenka į kraujo plazmą. Visgi, 

neseniai nustatyta, kad miR-6803-5p, bręstanti iš tos pačios pri-miRNR kaip 

ir miR-6803-3p, yra detektuojama kraujo serume ir yra puikus biožymuo 

galintis identifikuoti būsimą insultą (234). Taip pat manoma, kad net 30% 

cirkuliuojančių kraujo plazmoje miRNR gali kilti iš mirtronų (235). 

3.3 lentelė. miRNR, kurių raiška pakitusi KAA plazmos mėginiuose, lyginant su 

sveikomis kontrolėmis, sąrašas. Statistiškai patikimu laikytas pokytis, kai raiška 

didėja/mažėja >1.5, kai p≤0.05, kai miRNR vidutinis sekų kiekis daugiau nei 20. KAA 

– krūtinės kylančiosios aortos aneurizma. OP – žymimi pacientai, iš kurių kraujas 

paimtas praėjus 3 mėnesiams po operacijos. 

Grupė  Nr.  miRNR Regulacija Pokytis kartais  P reikšmė 

K
A

A
 v

s 
S

V
 

 1  hsa-miR-146b-3p didėja 9,11  0,044 

 2  hsa-miR-1255b-5p didėja 8,87  0,015 

 3  hsa-miR-889-3p didėja 7,95  0,047 

 4  hsa-miR-375-3p mažėja -2,38  0,036 

 5  hsa-miR-30a-5p mažėja -2,54  0,033 

 6  hsa-miR-483-3p mažėja -2,68  0,015 

 7  hsa-miR-23b-3p mažėja -2,79  0,017 

 8  hsa-miR-140-3p mažėja -4,01  0,010 

 9  hsa-miR-100-5p mažėja -9,17  0,003 

 10  hsa-miR-145-5p mažėja -17,36  1,44E-04 

 11  hsa-miR-143-3p mažėja -17,74  3,27E-05 

 12  hsa-miR-23b-5p mažėja -24,93  0,013 

 13  hsa-miR-122-3p mažėja -69,32  3,31E-04 

 14  hsa-miR-34a-5p mažėja -71,95  4,01E-05 

K
A

A
 v

s 
O

p
 

 1  hsa-miR-1255b-5p didėja 9,7203  0,045 

 2  hsa-miR-4732-3p didėja 3,9801  0,050 

 3  hsa-miR-6803-3p didėja 3,4495  0,011 

 4  hsa-miR-22-3p didėja 2,5198  0,029 

 5  hsa-miR-122-3p mažėja -18,4085  0,024 

 6  hsa-miR-23b-5p mažėja -44,7992  0,001 

K
A

A
 v

s 
S

V
 i

r 
O

p
 

 1  hsa-miR-1255b-5p didėja 11,68  0,004 

 2  hsa-miR-22-3p didėja 1,73  0,034 

 3  hsa-miR-375-3p mažėja -2,12  0,049 

 4  hsa-miR-483-3p mažėja -2,29  0,035 

 5  hsa-miR-23b-3p mažėja -2,36  0,024 

 6  hsa-miR-143-3p mažėja -3,83  0,012 

 7  hsa-miR-145-5p mažėja -4,83  0,019 

 8  hsa-miR-23b-5p mažėja -29,67  0,003 

 9  hsa-miR-34a-5p mažėja -48,62  6,26E-05 

 10  hsa-miR-122-3p mažėja -53,67  2,31E-04 
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 Taigi, visumine sekoskaita identifikavome 20 miRNR, kurių raiška 

skiriasi KAA audiniuose, lyginant su sveikais aortos audiniais bei 17 miRNR, 

kurių raiška skiriasi kraujo plazmoje išsivysčius KAA, lyginant su sveikomis 

kontrolėmis. Bendra miRNR, kurios raiška keičiasi ir audiniuose, ir kraujo 

plazmoje, susiformavus KAA, nebuvo nustatyta. 

 

3.3 pav. miRNR raiškos analizė KAA audinių bei plazmos mėginiuose. Veno 

diagrama rodo: A) statistiškai patikimai pakitusių miRNR skaičių KAA plazmoje 

skirtingose palyginimo grupėse. Pokytis kartais >1.5, p≤0.05, analizuojamų miRNR 

vidutinis sekų kiekis >20; B) bendrą miRNR, kurių raiška pasikeitė ir audinyje, ir 

plazmoje skaičių. C) miRNR raiškos žemėlapis nurodantis šešias miRNR, kurių 

kiekis pakito plazmos mėginiuose, bet nebuvo detektuotos audiniuose. Raudonos 

spalvos intensyvumas nurodo miRNR normalizuotų sekų skaičių mėginiuose 

logaritmą; D) miRNR raiškos žemėlapis nurodantis šešias miRNR, kurių kiekis 

pasikeitė, praėjus 3 mėnesiams po KAA operacijos. KAA – krūtinės kylančiosios 

aortos aneurizma. OP – žymimi pacientai, iš kurių kraujas paimtas praėjus 3 

mėnesiams po operacijos.  

3.2 Sekoskaitos būdu nustatytų miRNR raiškos pokyčių 

patvirtinimas didesnėje pacientų imtyje tikro laiko PGR me todu  

 Tiriant audinius bei kraujo plazmos mėginius, dėl gana didelės duomenų 

variacijos, būtina raiškos pokyčius patvirtinti kuo didesnėje pacientų imtyje. 

Kadangi sekoskaita buvo vykdyta ribotoje mėginių imtyje, todėl toliau 

pasirinktų miRNR raišką tikro laiko PGR metodu patikrinome 37 audiniuose 

(20 kontrolinių ir 17 KAA audinių) bei 62 kraujo plazmos mėginiuose (34 

kontroliniai ir 28 KAA plazmos mėginiai). Demografiniai pacientų duomenys 

pateikiami p4 lentelėje.  
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 Taip pat svarbu paminėti, kad visumine sekoskaita identifikuoti miRNR 

raiškos skirtumai priklauso nuo duomenų normalizacijos būdo bei jų analizės 

metu taikomų bioinformatinių algoritmų. Tuo tarpu tikro laiko PGR metodu 

kiekio skirtumai dažniausiai identifikuojami juos normalizuojant su 

endogeninės RNR, kurios kiekis nesikeičia tarp tiriamų mėginių, raiška. Dėl 

skirtingų normalizacijos būdų, sekoskaitos duomenys nevisada koreliuoja su 

tikro laiko PGR metodu nustatytais skirtumais (236). Taigi, miRNR raiškos 

pokyčių, identifikuotų visumine sekoskaita, patvirtinimas tikro laiko PGR 

metodu leidžia užtikrinti, kad šios miRNR kiekis ląstelėje tikrai keičiasi.  

 Taigi, siekdami tikro laiko PGR metodu tiksliai įvertinti miRNR raišką 

didesnėje mėginių imtyje pirmiausia identifikavome trumpąją RNR, kuri gali 

būti naudojama, kaip nekintanti endogeninė RNR, tiriant audinius ar kraujo 

plazmą, išsivysčius KAA. Netinkamai parinkta kontrolinė RNR, lemia 

klaidingus rezultatus. Su didžiausiomis problemomis susiduriama, dirbant su 

kraujo plazmos arba serumo mėginiais (237). Iš visuminės sekoskaitos 

duomenų nustatėme, kad miR-152-3p raiška mažiausiai varijuoja tarp sveikų 

ir KAA audinių. Taip pat, miR-185-3p kiekis mažiausiai kito tarp sveikų ir 

KAA plazmos mėginių. Taigi, toliau eksperimentuose kaip endogenines 

kontroles tiriant audinių ir plazmos mėginius naudojome miR-152-3p ir miR-

185-3p, atitinkamai.  

 Tolimesniems miRNR raiškos tyrimams KAA audiniuose pasirinkome 

miR-10a-5p, kurios raiška stipriausiai didėjo KAA audiniuose, lyginant su 

sveikais audiniais (3.2 lentelė). Taip pat su TGF-β signaliniu keliu susijusias 

miR-155-5p, miR-148a-3p bei miR-133a-3p (žiūrėti skyrelį 3.3), bei miR-

126-3p, vieną iš pagrindinių literatūriniais duomenimis su KAA susietų 

miRNR (13). miR-148a-3p ir miR-10a-5p raiškos skirtumai iki šiol nebuvo 

identifikuoti KAA audiniuose.  

 Nustatėme, kad analizuojant visą mėginių imtį statistiškai patikimai kito 

miR-10a-5p, miR-126-3p, miR-133a-3p ir miR-155-5p raiška (3.4 pav). Tuo 

tarpu, miR-148a-3p kiekis patikimai didėjo tik tarp vyriškos lyties pacientų 

(13 sveikų ir 13 KAA audinių). Taip pat, miR-126-3p (p=0.0062 ir p=0.0225) 

ir miR-155-5p (p=0.0003 ir p=0.0017) pokyčiai buvo labiau statistiškai 

patikimi vyriškos lyties pacientų KAA audiniuose, nei bendroje, pagal lytį 

neišskirstytoje, imtyje. Dėl nedidelio moterų audinių skaičiaus (7 sveiki ir 4 

KAA audiniai) tolimesni tyrimai, kurie leistų patikimiau identifikuoti 

skirtingą miRNR raišką priklausomai nuo lyties turėtų būti atlikti praplėtus 

moterų pacienčių skaičių.  
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3.4 pav. miR-10a-5p, miR-126-3p, mir-133a-3p, miR-148a-3p ir miR-155-5p 

raiška KAA audiniuose, priklausomai nuo pacientų lyties. Pateikiamas slenkstinio 

ciklų verčių skirtumas (dCt), duomenis normalizuojant su miR-152-3p Ct reikšmėmis. 

Kuo didesnis verčių skirtumas, tuo mažiau miRNR mėginyje. Linijos grafikuose 

nurodo vidurkio reikšmę, paklaidos rodo – 5 ir 95 duomenų percentilius. Pokytis 

kartais žymimas n.s. – statistiškai nepatikimas; * p<0.05; ** p<0.01 ir *** p<0.001. 

SV - sveiki aortos audiniai, KAA – krūtinės kylančiosios aortos aneurizma. 
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 Taip pat, toliau atlikome koreliacinę skirtingų miRNR raiškos tame 

pačiame mėginyje analizę. Nustatėme, kad miR-126-3p raiška yra biologiškai 

susijusi su miR-148a-3p (R=0.67) bei miR-10a-5p (R=0.67), miR-148a-3p - 

su miR-10a-5p (R=0.49), miR-133a-3p - su  miR-155-5p raiška (R=0.67) (p5 

lentelė). 

 Taigi, nustatėme, kad miR-148a-3p raiška KAA audiniuose statistiškai 

patikimai išauga tarp vyriškos lyties pacientų. miR-126-3p, miR-155-5p, miR-

10a-5p bei miR-133a-3p reikšmingai keičiasi KAA audiniuose, analizę 

vykdant bendroje, pagal lytį neišskirstytoje, pacientų imtyje, tačiau miR-126-

3p ir miR-155-5p atvejais statistiškai patikimesnis skirtumas identifikuojamas 

tarp vyriškos lyties pacientų.  

  Tyrimams didesnėje kraujo plazmos mėginių imtyje tirti pasirinkome 

miR-122-3p, kurios raiška stipriausiai mažėjo, kraujo plazmoje, esant KAA. 

Taip pat tyrėme ir miR-143-3p vieną pagrindinių miRNR, kurios kiekio 

pokyčiai KAA audiniuose lemia aneurizmos vystymąsi (190), bei miR-483-

3p ir miR-4732-3p, kurios kiekis stipriai išaugo plazmoje praėjus 3 mėnesiams 

po operacijos (3.3 lentelė). Svarbu paminėti, kad miR-122-3p, miR-483-3p ir 

miR-4732-3p buvo silpnai ekspresuojamos KAA audiniuose (3.3 pav. C), be 

to iki šiol nebuvo susietos su KAA vystymusi. 

  Identifikavome, kad miR-483-3p ir miR-122-3p raiška statistiškai 

patikimai sumažėjo, o miR-4732-3p - išaugo (3.5 pav. A). Nors kaip jau 

minėta, miR-143-3p yra laikoma viena pagrindinių su KAA susijusių miRNR, 

tačiau remiantis literatūriniais duomenimis miR-143-3p raiškos tyrimai KAA 

audiniuose yra prieštaringi ir nustatomas arba sumažėjęs (5,187), arba 

padidėjęs šios miRNR kiekis (11), lyginant su sveikomis aortomis. Plazmoje 

taip pat identifikuojama sumažėjusi (5) arba nepakitusi raiška (197). Dėl to 

šios miRNR raišką tyrėme ne tik kraujo plazmoje, bet ir audiniuose. 

Nustatėme, kad miR-143-3p raiška statistiškai patikimai krito plazmoje, 

tačiau KAA audiniuose buvo stebima tik kiekio didėjimo tendencija, kas ir 

atitinka sekoskaitos rezultatus (3.5 pav. B) (plazmos mėginių tikro laiko PGR 

reakcijas atliko dr. V. Stankevičius, DNMTS, BTI).  

 Taip pat nustatėme, kad kraujo plazmoje miR-122-3p raiška koreliuoja 

su miR-483-3p kiekiu (R=0.65) (p6 lentelė). Toliau ROC analize įvertinome 

galimybę miR-122-3p, miR-483-3p, miR-4732-3p ir miR-143-3p naudoti kaip 

potencialius biožymenis KAA diagnostikai (3.5 pav. C). Rezultatai parodė, 

kad didžiausia 78% tikimybė identifikuoti KAA yra radus miR-122-3p kiekio 

sumažėjimą plazmoje (p<0.001). Jei būtų nustatomi miR-122-3p ir miR-483-

3p raiškos pokyčiai, patikimumas šią ligą diagnozuoti išaugtų net iki 84 % 

(p<0.001).  
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 Taigi, miR-122-3p, miR-483-3p, miR-4732-3p ir miR-143-3p raiška 

patikimai keičiasi KAA kraujo plazmoje, lyginant su sveikomis kontrolėmis. 

mir-122-3p ir mir-483-3p gali būti potencialūs biožymenys KAA 

identifikacijai.  

 

3.5 pav. miRNR raiškos analizė KAA plazmos mėginiuose tikro laiko PGR 

metodu. Tikro laiko PGR analizė KAA plazmoje (A) audiniuose ir plazmoje (B).  

Pateikiamas slenkstinio ciklų verčių skirtumas (dCt), duomenis normalizuojant 

plazmos atveju su miR-185-5p, audinių - su miR-152-3p Ct reikšmėmis. Kuo didesnis 

verčių skirtumas, tuo mažiau miRNR mėginyje. Linijos grafikuose nurodo vidurkio 

reikšmę, paklaidos rodo – 5 ir 95 duomenų percentilius. Pokytis kartais žymimas n.s. 

– statistiškai nepatikimas; * p<0.05; ** p<0.01 and *** p<0.001. C) Diagnostinė ROC 

analizė nurodo cirkuliuojančių miRNR specifiškumą diagnozuojant kylančiosios 

aortos aneurizmą.  SV - sveiki aortos audiniai, KAA – krūtinės kylančiosios aortos 

aneurizma.   
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3.3 TGF-β signalinio kelio reikšmė krūtinės kylančiosios aortos 

aneurizmos vystymesi 

 Identifikavę miRNR, kurių raiška statistiškai patikimai keičiasi KAA 

audinyje, lyginant su sveikomis aortomis, nustatėme, kokie signaliniai keliai 

yra įtakojami šių pokyčių. Tam naudodami 8 duomenų bazes RepTar, MirTar, 

Miranda, PicTar2, MirMap, miRTarget3, TargetScan7, mirTARbase 

identifikavome iRNR, su kuriomis gali sąveikauti šios miRNR (analizę vykdė 

dr. R.Ražanskas, EGIS, BTI) ir atlikome KEGG duomenų bazės signalinių 

kelių praturtinimo analizę (atliko dr.V.Stankevičius, DMTS, BTI). 

Identifikavome, 48 KEGG kategorijas, kai grupėje daugiau nei 15 įtakojamų 

genų, p<0,05 (4 priedų lentelė (238)).  

 Nustatėme, kad net 9 iš 20 miRNR dalyvauja TGF-β signalinio kelio 

reguliacijoje (3.6 pav.). Taip pat identifikuoti šio signalinio kelio genai, 

nepersidengė su jokia kita KEGG kategorija, tai rodo aukštesnį miRNR 

taikinių specifiškumą.  

 
3.6 pav. Molekulinis tinklas, rodantis miRNR ir TGF-β signaliniame kelyje 

dalyvaujančių iRNR, galimas sąveikas. Pilki apskritimai žymi iRNR; raudoni 

kvadratai – miRNR, kurių raiška didėjo KAA audiniuose; mėlyni - miRNR, kurių 

raiška mažėjo KAA audiniuose. Tamsiai oranžinis plotas žymi TGF-β signalinio kelio 

ligandus ir receptorius; šviesiai oranžinė - SMAD baltymus.   
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 Dar daugiau, analizė atskleidė, kad miRNR gali reguliuoti ir šio 

signalinio kelio receptorius bei ligandus, ir SMAD baltymus, perduodančius 

signalą į branduolį. Todėl tolimesniems funkciniams tyrimams pasirinkome 

TGF-β signalinį kelią.  

 TGF-β signalinio kelio pakitimai ir reikšmė atsitiktinėje KAA beveik 

netirti. Daugausia duomenų atlikta su sindromine, o ne atsitiktine, KAA forma 

- Marfano sindromu. Būtent šis sutrikimas yra siejamas su mutacijomis 

fibrilino-1 gene, kas lemia pasikeitusią šio kelio aktyvaciją. Nustatyta, kad 

TGF-β signalinis kelias dalyvauja tarpląstelinio užpildo homeostazės 

palaikyme bei gali dalyvauti lygiųjų raumenų ląstelių diferenciacijos stadijų 

reguliavime (163). Visgi, ar TGF-β signalinio kelio aktyvacija, ar slopinimas 

sukelia KAA, lieka neaišku (171,174,175,177). 

 Kanoninis TGF-β signalinis kelias gali vykti dviem kryptimis - TGF-β 

sąveikaujant su TGFBR1 arba su ALK1 receptoriumi (3.7 pav). TGFBR1 

jungiasi su SMAD2/3, kurie kartu su SMAD4 patenka į branduolį, ko pasekoje 

miokardinas (MYOCD) stimuliuoja kraujagyslių lygiųjų raumenų ląstelių 

(VSMC) kontraktilinio fenotipo raišką.  

 
3.7 pav. miRNR reikšmė TGF-β signalo perdavime. Supaprastinta schema rodanti 

TGF-β signalo perdavimą KAA audinyje. miRNR, kurių raiška keitėsi nurodytos 

pilkuose rėmeliuose. Pajuodintos tos miRNR, kurių raiška patikrinta tikro laiko PGR 

didesnėje imtyje. Šios miRNR gali sutrikdyti TGF-β signalo perdavimą 

sąveikaudamos su TGF-β ligandais, receptoriais ar SMAD baltymais, ko pasekoje yra 

sukeliami transkripcijos veiksnių MYOCD ir KLF4 pokyčiai.  
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 Jei signalas yra perduodamas per ALK1 receptorių, ALK1 jungiasi su 

SMAD1/5/8 ir kartu su SMAD4 netiesiogiai gali aktyvinti KLF4 baltymo 

raišką, taip skatindamas fenotipo pasikeitimą iš kontraktilinio į sintetinį. 

 Taigi, atlikę KEGG duomenų bazės signalinių kelių praturtinimo analizę, 

nustatėme, kad KAA vystymasis gali būti tiesiogiai įtakojamas: 1) KLF4 ir 

miokardino raiškos pokyčių, kas lemia pasikeitusią VSMC diferenciacijos 

stadiją; 2) Sutrikus TGF-β receptorių, ligandų bei signalą į branduolį 

perduodančių baltymų SMAD raiškai ir/arba aktyvumui, kas gali sukelti kitų 

nuo miokardino nepriklausomų signalinių kelių aktyvaciją.  

 Toliau siekdami išsiaiškinti, kaip keičiasi TGF-β signalinis kelias KAA 

audiniuose, pirmiausia tikrinome TGF-β receptorių TGFBR1 ir ALK1, bei 

transkripcijos veiksnių, MYOCD ir KLF4, genų raišką (21 kontroliniai ir 17 

KAA audiniai) (3.8 pav.). Nustatėme, kad ALK1 geno raiška statistiškai 

patikimai padidėjo KAA audinyje, lyginant su sveikomis aortomis 

(p=0.0244). TGFBR1, KLF4 ir MYOCD reikšmingų genų kiekių pokyčių 

neidentifikavome.  

 Koreliacinė miRNR ir tirtų genų analizė parodė, kad ALK1 raiška yra 

biologiškai susijusi su miR-10a-5p, miR-126-3p ir miR-148a-5p. Taip pat 

silpna koreliacija nustatyta tarp miR-148a-3p ir KLF4, bei miR-133a-3p ir 

MYOCD (p2 paveikslas, p7 lentelė). 

 

 

3.8 pav. KLF4, MYOCD, TGFBR1 ir ALK1 genų raiška KAA audiniuose ir 

sveikose aortose. Pateikiamas slenkstinio ciklų verčių skirtumas (dCt). Raiška 

normalizuota endogeninę kontrole naudojant GAPDH geno raišką. Kuo didesnis 

verčių skirtumas, tuo mažiau iRNR mėginyje. Linijos grafikuose nurodo medianos 

reikšmę, paklaidos rodo – 5 ir 95 duomenų percentilius. n.s. – statistiškai nepatikimas 

pokytis ; * p<0.05; SV - sveiki aortos audiniai, KAA – krūtinės kylančiosios aortos 

aneurizma. 
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 Yra žinoma, kad ne visada miRNR skatina iRNR degradaciją ir iRNR 

kiekio mažėjimą ląstelėje, dažnai tiesiog yra slopinama transliacija (2). Todėl 

toliau įvertinome TGFBR1 ir ALK1, bei transkripcijos veiksnių MYOCD ir 

KLF4 baltymų raišką KAA ir kontroliniuose audiniuose. Imunohistocheminė 

analizė buvo atlika viduriniame aortos audinio sluoksnyje, tirtos kraujagyslių 

lygiųjų raumenų ląstelės. Du tyrėjai įvertino baltymo raišką skalėje nuo 0 

(nėra raiškos) iki 3 (stipri raiška). Duomenys buvo susumuojami ir pateikiami 

skalėje nuo 0 iki 6. KLF4 atveju buvo skaičiuojami visi branduoliai ir tie, 

kuriuose matoma padidėjusi šio baltymo raiška (analizę atliko dokt. 

V.Patamsytė ir prof. habil. dr. V. Lesauskaitė, Kardiologijos institutas, 

LSMU).  

 Pirmiausia identifikavome KAA biožymens osteopontino baltymo 

kiekio padidėjimą (p=0.00311), kuris yra susijęs su VSMC ląstelių fenotipo 

pasikeitimu iš kontraktilinio į sintetinį (239-241). Parodėme, kad KAA 

audiniuose net 27% VSMC ląstelių branduolių padidėja KLF4 baltymo kiekis 

(p=0.0037), kai sveikuose aortos audiniuose išaugusi KLF4 raiška nustatoma 

tik 10% branduolių. MYOCD kiekio skirtumų neidentifikavome, tačiau šio 

baltymo yra ne tik branduolyje, bet ir citoplazmoje, kai KLF4 specifiškai 

stebimas ląstelių branduoliuose (3.9 pav.). Taip pat buvo pastebėta, kad 

MYOCD baltymo ląstelėse yra žymiai daugiau nei KLF4, tai rodo, kad norint 

tiksliau įvertinti nežymius MYOCD raiškos svyravimus, kaip atsaką į KLF4 

pokyčius, reikalinga tikslesnė kiekio detekcijos sistema. ALK1 ir TGFBR1 

baltymų kiekio pokyčių KAA audiniuose, lyginant su kontroliniais audiniais, 

nenustatėme.  

 Taigi, ALK1 geno raiška statistiškai patikimai išaugo KAA audiniuose, 

lyginant su sveikomis kontrolėmis. Išsivysčius aneurizmai net 27% 

kraujagyslių lygiųjų raumenų ląstelių branduolių padidėjo KLF4 baltymo 

raiška, kai sveikuose aortos audiniuose išaugęs kiekis identifikuojamas tik 

10% ląstelių branduolių.  
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3.9 pav. Imunohistologinės ALK1, TGFBR1, MYOCD ir KLF4 baltymų raiškos 

nuotraukos ir įvertinimas. Tirtos kraujagyslių lygiųjų raumenų ląstelės. Du tyrėjai 

įvertino baltymo raišką skalėje nuo 0 (nėra raiškos) iki 3 (stipri raiška). Duomenys 

buvo susumuojami ir pateikiami skalėje nuo 0 iki 6. Kiekybinė KLF4 analizė buvo 

atlikta suskaičiavus branduolius su KLF4 raiška. Rodyklės žymi branduolius su KLF4 

raiška. ** p<0.01. KLF4 atveju iš viso patikrinti 48 audiniai, osteopontino – 46, 

MYOCD, ALK1, TGFBR1 – 20.    
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3.4 Mirtroninių miRNR brendimo mechanizmo ir jų raiškos 

tyrimas žmogaus virškinimo sistemos vėžinėse ląstelėse ir 

navikuose 

 Žinoma, kad miRNR gali būti lokalizuotos segtuką formuojančiuose 

genų intronuose, vadinamuose mirtronuose, kuriuos brendimo metu vietoj 

Drosha/DGRC8 kerpa splaisosoma ir susiformuoja mirtroninės miRNR (18). 

Mirtronai yra skirstomi į keturius tipus - standartinius mirtronus, 5‘ tipo 

mirtronus, 3‘ tipo mirtronus ir 5‘ – 3‘ tipo mirtronus. Standartiniai mirtronai 

formuoja trumpus segtukus, 5‘ tipo mirtronai 5‘ gale turi ilgas segtukų 

neformuojančias sekas intronuose, 3‘ tipo mirtronai turi tokias sekas 3‘ gale. 

O 5‘ – 3‘ tipo mirtronuose ilgos segtukų neformuojančios sekos yra abiejuose 

5‘ ir 3‘ introno galuose (1.7 pav., 3.10 pav.). Dauguma mirtronų buvo nustatyti 

bioinformatiškai analizuojant mažųjų miRNR sekoskaitos duomenis. Tokiu 

būdu žinduoliuose identifikuota apie 1000 mirtroninių miRNR (131).  

 

3.10 pav. Tirti mirtronai ir jų tipai. Standartiniai mirtronai suformuoja trumpus 

segtukus, 5‘ tipo mirtronai 5‘ gale turi ilgas segtukų neformuojančias sekas 

intronuose, 3‘ tipo mirtronai turi tokias sekas 3‘ gale. 3‘ gale tokias esančias sekas 

brendimo metu nukerpa egzosomos kompleksas. Kaip yra pašalinamos sekos 5‘ gale 

nėra žinoma. Raudonai pažymėti tyrimams pasirinkti galimi mirtronai.  
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 Tačiau tik dviejų žmogaus hsa-miR-877, hsa-miR-1226, vieno pelės 

mmu-miR-1224 standartinių mirtroninių miRNR ir vieno drozofilos 3‘ tipo 

mirtrono dme-miR-1017 priklausomybė nuo splaisingo buvo įrodyta 

eksperimentiškai (15-17). Tuo tarpu laikytų mirtroninėmis miRNR hsa-miR-

1225, hsa-miR-1228 ir hsa-miR-1233 brendimas nepriklauso nuo splaisingo 

proceso (16,136). Taigi, bioinformatiškai nustatytos introninės miRNR 

nebūtinai yra iškerpamos splaisosomos ir jų brendimo priklausomybę nuo 

splaisingo bei priskyrimo mirtroninių miRNR tipui būtina patikrinti. Be to 

buvo įdomu ištirti mirtroninių miRNR brendimo priklausomybę ir reikšmę 

biologiniuose procesuose. Pradedant tyrimus mirtroninių miRNR raiška, 

reikšmė bei pritaikymas naudojimui kaip biožymenis praktiškai nebuvo tirtas. 

Buvo nustatyti tik keli atvejai, kai mirtroninės miRNR dalyvauja 

kancerogenezės vystymesi (19,20). Taip pat buvo identifikuota kanoniniu 

keliu bręstančios miRNR svarba bei pritaikymas klinikoje tiriant virškinimo 

sistemos (storosios žarnos, kasos ir skrandžio) navikus (242-244). Todėl 

nusprendėme mirtroninių miRNR brendimą ir raišką tirti virškinimo sistemos 

vėžinėse ląstelėse. 

3.4.1  Mirtroninių miRNR identifikavimas ir jų brendimo priklausomybės nuo 

splaisingo tyrimas 

 Savo tyrimams pasirinkome devynias žmogaus intronines miRNR: 

penkias lokalizuotas standartiniuose mirtronuose - miR-1226-3p, miR-1227-

3p, miR-1229-3p, miR-1236-3p, miR-1238-3p; dvi lokalizuotas 5p tipo 

mirtronuose - miR-3064-3p, miR-6515-5p; dvi lokalizuotas 3p tipo 

mirtronuose - miR-3940-5p, miR-6850-3p (3.10 pav). Šešios iš jų - miR-1229-

3p, miR-1236-3p, miR-1238-3p, miR-3064-3p, miR-3940-5p ir miR-6515-

5p, aptinkamos su vėžiu susijusiuose genuose, atitinkamai MGAT4B (245), 

NELFE (246), ATG4D (247), DDX5 (248), KHSRP (249) ir CARL (250).  

 Siekdami nustatyti šių miRNR brendimo priklausomybę nuo splaisingo, 

naudodami genų inžinerijos metodus, pirmiausia į pcDNA3 plazmidę 

klonavome genų dalis, kuriose yra tiriami mirtronai (3.11 pav., p1 pav.). 

Visais atvejais, padauginome genų fragmentus sudarytus iš 3 egzonų ir 2 

intronų, išskyrus miR-1236-3p atveju dauginome fragmentą, sudarytą iš 2 

egzonų ir 1 introno. 3 egzonų ir 2 intronų genų fragmentai pasirinkti todėl, 

kad splaisingo metu splaisosomos veikimui įtakos gali turėti ne tik šalia 

introno esantys egzonai, bet ir egzonai, esantys toliau nuo iškerpamo introno 

(145). Mirtroną, kuriame lokalizuota miR-1236-3p, supančių egzonų galuose 

esantys intronai yra labai ilgi. Per didelis klonuojamo fragmento ilgis sunkina 

klonavimo procesą, todėl šiuo atveju pasirinkome klonuoti geno fragmentą, 
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sudarytą iš 2 egzonų ir 1 introno. Splaisosomos susirinkimui itin svarbūs 

konservatyvūs nukleotidai esantys introno galuose – 5‘ gale - GU su kuriuo 

sąveikauja U1 snRNR, o 3‘ gale – AG nukleotidai, su kuriuo sąveikauja U2AF 

veiksniai. Pakeitus bent vieną iš šių nukleotidų, susilpnėja RNR sąveika su 

splaisosomos komponentais ir intronas nėra iškerpamas. Sutrikdžius 

splaisingą, mirtrono brendimas turėtų būti nuslopintas. Todėl mutacijas 

įvedėme egzono ir introno ribose - introno 5‘ gale, konservatyvios introno 

srities GT, guanino nukleotidą ir introno 3‘ gale, konservatyvios srities AG, 

guanino nukleotidą keitėme į citozino nukleotidą. Taigi, sukonstravome 

vektorius – į pcDNA3 plazmidę įterpėmė genų fragmentus, kurie ląstelėje nuo 

plazmidės yra nurašomi kaip atskiri transkriptai.   

 Siekdami ištirti, kaip nuslopintas intronų splaisingas veikia introninių 

miRNR brendimą, vektorius su įvestomis tikslinėmis mutacijomis (žymima - 

vektorius-MUT) ir be  jų (žymima – vektorius-WT),  transfekavome į HCT116 

žmogaus storosios žarnos ląsteles. Išskyrę RNR, atlikome kokybinę PGR, 

naudodami pradmenis, kurie specifiškai jungiasi prie egzonų, tarp kurių yra 

tiriamas intronas, galų. Nustatėme, kad RNR, nurašytos nuo vektorių-MUT, 

splaisingas yra blokuojamas – visais atvejais nustatėme ilgesnius fragmentus, 

kurių ilgiai atitinka teorinius fragmentų  (introno, kuriame lokalizuotas 

mirtronas, ir dviejų gretimų egzonų) ilgius (3.12 pav. A, MUT). Taip pat 

parodėme, kad RNR, nurašytos nuo laukinio tipo vektorių-WT, splaisingas 

vyksta efektyviai ir intronas yra iškerpamas, o PGR produktai atitinka 

teorinius fragmentų, sudarytų tik iš dviejų egzonų ilgius (3.12 pav. A, WT). 

3.11 pav. Klonuojamų genų fragmentų schema. Dežutės žymi egzonus, linijos -

intronus. Raudonai pažymėti intronai, kuriuose yra mirtronai. WT – laukinio tipo 

seka, MUT – splaisingą blokuojančias mutacijas turintys vektoriai, kur 5‘ gale GT ir 

3‘ gale AG esantys guaninai pakeisti į citoziną. Rodyklėmis pažymėtos pradmenų 

prisijungimo prie tiriamų fragmentų vietos. Raudona spalva pažymėtos tikslinės 

mutacijos. Schemoje išlaikytas egzonų ir intronų santykinis ilgis. Pavadinimai virš 

genų fragmentų rodo klonuojamo mirtrono (pvz., hsa-miR-1226) ir geno (pvz., 

DHX30), kuriame jis lokalizuotas pavadinimą. 
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 Kai kuriais atvejais transfekavę vektorius-WT, taip pat, nors ir mažesnį 

kiekį, detektavome PGR produktus, kurių ilgiai atitinka genų fragmentų su 

neiškirptu intronu ilgius. Manome, kad transfekcijos metu į ląstelę patenka 

labai didelis vektoriaus kiekis ir susidariusių transkriptų yra per daug, kad 

splaisosoma spėtų efektyviai visus sukirpti. Be to, pačios ląstelės gali slopinti 

šių transkriptų kirpimą, kad apsisaugotų nuo pernelyg didelio miRNR kiekio. 

Jog RNR mėginiai nėra užteršti genomine DNR, įsitikinome PGR reakcijoje 

naudodami RNR, prieš tai neatlikę komplemetarios DNR sintezės. Visais 

atvejais negavome produkto (3.12 pav. A, RT-).  

 Transfekavę mutacijų neturinčius vektorius į HCT116 ląsteles, visais 

atvejais nustatėme stipriai, nuo 9 iki 1772 kartų, padidėjusią tiriamų miRNR 

raišką (3.4 lentelė, 3.12 pav. B, WT). Tai rodo, kad iš suklonuotų genų 

fragmentų transkriptų ląstelėje efektyviai subręsta visos tiriamos miRNR. 

Transfekavus mutacijas turinčius vektorius pcDNA3-1226-MUT, pcDNA3-

1227-MUT, pcDNA3-1229-MUT, pcDNA3-1236-MUT ląstelėse tikslinių 

miRNR raiška beveik nesikeičia (3.12 pav. B, MUT). Nuslopinus 

splaisosomos kirpimą, miR-1226-3p kinta 1,9%, miR-1227-3p - 5,9%, miR-

1229-3p – 0,3%,  miR-1236-3p – 0,3% lyginant su kiekiu, subręstančiu, kai į 

ląstelę patenka laukinio tipo vektoriai (3.4 lentelė). Šie rezultatai rodo, kad 

miR-1226-3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p, miR-1236-3p, lokalizuotų 

standartiniuose mirtronuose, brendimui yra būtinas splaisingas.    

3.4 lentelė. miRNR kiekio pokyčiai ląstelėse transfekavus laukinio tipo (WT) ir 

splaisingo procesą slopinančias mutacijas (MUT) turinčius vektorius. Skaičiai 

rodo pokytį kartais lyginant su kontroliniu vektoriumi pcDNA3 (-) transfekuotomis 

ląstelėmis.  

miRNR WT vektorius MUT vektorius MUT/WT, % 

Lokalizuotos standartiniuose mirtronuose 

miR-1226-3p 81 +/- 36 1.5 +/- 0.3 1.9 

miR-1227-3p 405 +/- 204 24 +/- 8 5.9 

miR-1229-3p 1633 +/- 106 4.1 +/- 2.1 0.3 

miR-1236-3p 747 +/- 217 2.6 +/- 0.5 0.3 

miR-1238-3p 1772 +/- 1289 425 +/- 322 24 

Lokalizuotos 5‘ tipo  mirtronuose 

miR-3064-3p 27 +/- 13 47 +/- 29 173 

miR-6515-5p 875 +/- 162 1541 +/- 576 176 

Lokalizuotos 3‘ tipo mirtronuose 

miR-3940-5p 9.1 +/- 1.7 13 +/- 0.3 141 

miR-6850-3p 20 +/- 12 57 +/- 38 286 
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 Įvedus į ląsteles pcDNA3-1238-MUT, miR-1238-3p raiška padidėjo 

vidutiniškai net 425 kartus, o lyginant su kiekiu, kai buvo transfekuojamas 

pcDNA3-1238-WT, tai sudaro net 24%. Tai rodo, kad miR-1238-3p 

brendimas ląstelėje dalinai yra įtakojamas splaisingo, tačiau panašu, kad ši 

miRNR gali susiformuoti ir kitu brendimo keliu. miR-3064-3p ir miR-6515-

5p, lokalizuotų 5‘ tipo mirtronuose, bei miR-3940-5p ir miR-6850-3p, 

lokalizuotų 3‘ tipo mirtronuose, atvejais nuslopinę splaisingą nustatėme 

statistiškai nepatikimą, bet tendencingą 1,4-2,8 kartų miRNR kiekio didėjimą, 

lyginant su laukinio tipo vektoriais. Taigi, nei vienai iš tirtų 5‘ ir 3‘ tipo 

mirtroninių miRNR brendimui splaisingas neturi įtakos ir šios miRNR negali 

būti priskiriamos mirtroninių miRNR tipui.  

 

3.12 pav. miRNR, lokalizuotų mirtronuose, brendimo priklausomybės nuo 

splaisingo nustatymas. (A) Splaisingo efektyvumo nustatymas vektoriais 

transfekuotose HCT116 ląstelėse. iRNR tirta panaudojus kokybinę RT-PGR reakciją. 

RT- kontrolinė reakcija, rodanti, kad nėra DNR užteršimo. Nekirpta forma rodo 

fragmentą, kai splaisingas blokuojamas ir intronas, kuriame lokalizuotas mirtronas, 

išlaikomas; kirpta - rodo fragmentą, kai splaisingas vyksta. TBP – endogeninė 

kontrolė; (B) miRNR raiška HCT116 ląstelėse, transfekavus laukinio (WT) ir 

splaisingą slopinančias mutacijas turinčius (MUT) vektorius. Kiekybinė analizė 

vykdyta tikro laiko RT-PGR. Analizė vykdyta lyginant su ląstelėmis transfekuotomis 

kontroline pcDNA3 (-) plazmide. 
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 Taigi, galime teigti, kad miR-1226-3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p, 

miR-1236-3p, lokalizuotų standartiniuose mirtronuose, brendimas priklauso 

nuo splaisingo proceso ir šios miRNR gali būti priskiriamos mirtroninių 

miRNR tipui miR-1238-3p, lokalizuota standartiniame mirtrone, bei miR-

3064-3p ir miR-6515-5p, lokalizuotos 5p tipo mirtronuose, bei miR-3940-5p 

ir miR-6850-3p, lokalizuotos 3p mirtronuose, gali bręsti ir nevykstant 

splaisingui. 

3.4.2  SRSF1 bei SRSF2 splaisingo veiksnių įtaka mirtroninių miRNR brendimui 

 Parodę, kad miR-1226-3p, miR-1227-3p ir miR-1229-3p lokalizuotų 

standartiniuose mirtronuose, brendimas priklauso nuo splaisingo proceso, 

toliau norėjome nustatyti, kaip šių mirtroninių miRNR brendimą veikia 

splaisingą reguliuojantys veiksniai. Tyrimams parinkome dažniausiai 

splaisingo reguliacijoje sutinkamus veiksnius - SRSF1 (dažnai sutinkamu 

pavadinimu SF2/ASF) bei SRSF2 (dažnai sutinkamu pavadinimu SC35). Šie 

baltymai priklauso SR veiksnių klasei ir dažniausiai aktyvina splaisingo 

procesą (63). Taip pat, SRSF1 yra laikomas onkogenu, kurio raiška yra dažnai 

pakitusi vėžinėse ląstelėse (251). Su vėžiniais procesais susijęs ir SRSF2 

splaisingo veiksnys (252).  

 Transfekavę SRSF1 ir SRSF2 baltymus koduojančias plazmides į 

HCT116 ląsteles (baltymus koduojančias plazmides konstravo dokt. L. Vilys, 

ILBS, BTI), ląstelių branduoliuose nustatėme 3.2 karto SRSF1 baltymo kiekio 

išaugimą,  bei  1.6 karto SRSF2 baltymo raiškos padidėjimą (western blot 

analizę atliko dr. E. Jakubauskienė, ILBS, BTI) (3.13 pav., 3.5 lentelė). Toliau 

tyrėme, kaip šių baltymų poveikyje kinta miR-1226-3p, miR-1227-3p ir miR-

1229-3p raiška. Ląstelėse, padidėjus SRSF1 kiekiui, specifiškai 1.7 karto 

išaugo tik miR-1229-3p raiška (p<0.05).  

3.5 lentelė. Mirtroninių miRNR raiškos pokytis kartais, padidinus splaisingo 

veiksnių SRSF1 bei SRSF2 raišką HCT116 ląstelėse. Iš viso SRSF1 atveju buvo 

atlikti trys biologiniai pakartojimai, SRSF2 atveju – 5 biologiniai pakartojimai. * 

nurodo statistiškai patikimą skirtumą. 

Splaisingo veiksnys 

(pokytis kartais) 

Mirtroninių miRNR raiškos pokytis, kartais  

(p-reikšmė) 

miR-1226 miR-1227 miR-1229 

SRSF1 

(3.2 ±0.6) 

1.5 ± 0.6 

(p = 0.23) 

- 1.1 ± 0.4 

(p = 0.47) 

1.7 ± 0.4* 

(p = 0.05) 

SRSF2 

 (1.6 ± 0.5) 

1.5 ± 0.8 

(p = 0.15) 

1.9 ± 0.7* 

(p = 0.008) 

1.4 ± 0.3* 

(p = 0.008) 
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3.13 pav. Splaisingo veiksnių SRSF1 ir SRSF2 įtaka mirtronių miRNR 

brendimui. (A) SRSF1 (pSRSF1) bei SRSF2 (pSRSF2) baltymus koduojančių 

plazmidžių transfekcija į HCT116 ląstelių liniją. Western-blot analizė vykdyta 

naudojant ląstelių branduolių ekstraktą. β-aktinas buvo naudotas kaip endogeninė 

kontrolė (B) Mirtroninių miRNR raiškos pokytis kartais, padidinus SRSF1 arba 

SRSF2 baktymų kiekį ląstelėse. Iš viso SRSF1 atveju buvo atlikti trys biologiniai 

pakartojimai, SRSF2 atveju – 5 biologiniai pakartojimai. * nurodo statistiškai 

patikimą skirtumą, p<0.05. Paklaidos nurodo standartinį nuokrypį. Analizė vykdyta 

lyginant su ląstelėmis transfekuotomis kontroline pcDNA3 (-) plazmide. 

  

 

3.14 pav. SRSF1 bei SRSF2 specifinių sekų identifikavimas naudojant Human 

Splicing Finder programą. Sekos su kuriomis jungiasi SRSF1 pažymėtos geltonai, 

SRSF2 – žaliai. Mirtronai pažymėti raudonos spalvos kursyvu, egzonai – juoda 

spalva.  
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 Išaugus SRSF2 raiškai, nustatėme, kad miR-1227-3p kiekis padidėjo 1.9 

karto (p=0.008), o miR-1229-3p - 1.4 karto (p=0.008).miR-1226-3p raiška 

abiem atvejais išaugo 1.5 karto, tačiau stipriai varijavo priklausomai nuo 

biologinio pakartojimo (3.5 lentelė, 3.13 pav.). Taigi, SRSF1 ir SRSF2 

splaisingo veiksniai skirtingai veikia mirtroninių miRNR brendimą. 

 Norėdami paaiškinti SRSF1 ir SRSF2 skirtingą įtaką mirtroninių miRNR 

raiškai, naudodami Human Splicing Finder internetinę duomenų bazę (253) 

egzonuose, šalia tiriamų mirtronų, nustatėme specifines sekas, su kuriomis 

gali sąveikauti šie splaisingo veiksniai (3.14 pav.). Egzone, šalia mirtrono, 

kuriame lokalizuotas miR-1229-3p, identifikavome specifinę seką, kurią gali 

atpažinti SRSF1. Egzone, šalia mirtrono, kuriame sutinkamas miR-1227-3p, 

nustatėme specifinę seką, su kuria gali sąveikauti SRSF2. Egzone, šalia 

mirtrono, kuriame lokalizuotas miR-1226-3p, identifikavome vieną seką, su 

kuria gali sąveikauti SRSF2, ir net dvi sekas, kurias gali atpažinti SRSF1. 

 Remiantis šiais duomenimis galima daryti prielaidą, kad HCT116 

vėžinėse ląstelėse miR-1226-3p splaisingas yra įtakojamas abiejų ląstelėse 

esančių SRSF1 ir SRSF2 splaisingo veiksnių ir padidinus vieno raišką jie 

tarpusavyje gali konkuruoti, arba sąveikauti su kitais splaisingą slopinančiais 

baltymais. Taip pat nustatytos specifinės sekos, su kuriomis gali sąveikauti šie 

splaisingo veiksniai, paaiškina tai, kad SRSF2 veiksnys labiausiai skatina 

miR-1227-3p, o SRSF1 – miR-1229-3p splaisingą.  

3.4.3  Mirtroninių miRNR raiška žmogaus virškinimo sistemos vėžinėse ląstelėse ir 

navikuose 

 Pradedant tyrimus, apie mirtroninių miRNR reikšmę kancerogenezės 

vystymęsi buvo praktiškai nežinoma. Todėl toliau siekdami išsiaiškinti ar 

mirtroninės miRNR dalyvauja vėžiniuose procesuose, nustatėme mirtroninių 

miR-1226-3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p, miR-1236-3p bei nuo splaisingo 

nepriklausomu keliu bręstančios miR-1238-3p raišką vėžinėse virškinimo bei 

taip pat šalinimo sistemos vėžinėse ląstelėse. Tyrimus atlikome trijose kasos 

(Panc-1, T3M4, Su86.86), dviejose inkstų (Caki-1, 786-O), storosios žarnos 

(HCT116) bei skrandžio (KATO III) vėžinėse ląstelėse. miRNR raišką 

vėžinėse ląstelėse lyginome su šių miRNR kiekiu žmogaus embrioninėse 

inkstų ląstelėse HEK 293A.  

 Nustatėme, kad miR-1226-3p bei miR-1227-3p raiška buvo sumažėjusi 

visose tirtose linijose (3.6 lentelė). Didžiausias beveik 5 kartų kiekio pokytis 

miR-1226-3p atveju nustatytas inkstų Caki-1 bei 786-O vėžinėse ląstelėse. 

miR-1236-3p raiška išaugo kasos T3M4 ir Su.86.86, bei mažėjo inkstų 786-O 

bei skrandžio KATOIII linijose.  
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3.6 lentelė. miRNR raiška kasos, inkstų, storosios žarnos bei skrandžio vėžinėse 

ląstelėse. Visi pokyčiai kartais, didesni už 1,5 buvo statistiškai patikimi (p<0.05). 

Organas Ląstelių 

linija 

Priklauso nuo splaisingo Nepriklauso 

1226-3p -1227-3p -1229-3p -1236-3p -1238-3p 

Kasa PANC-1 -2,8±1,8 -1,7±0,3 -2,8±0,9 -1,4±0,2 -1,2±0,6 

SU.86.86 -3,4±0,9 -2,1±0,4 +5,0±2,7 +3,8±0,6 +2,8±0,9 

T3M4 -2,2±0,4 -2,6±0,4 +2,1±0,3 +1,9±0,4 +1,3±0,2 

Inkstų CaKi-1 -4,9±2,1 -3,9±1,6 -1,2±0,6 +1,3±0,7 1,0±0,8 

786-O -4,6±2,2 -2,6±0,7 -1,1±0,2 -1,8±0,2 -1,1±0,2 

Storosios 

žarnos 

HCT116 
-2,7±0,8 -2,2±0,8 -1,3±0,2 1,0±0,7 -4,2±0,3 

Skrandžio KATOIII -1,9±0,3 -2,0±0,4 +2,7±0,3 -2,2±0,3 +1,3±0,0 

 

3.15 pav. Klasterinė mirtroninių miRNR raiškos vėžinėse ląstelėse analizė. 

Lastelių linijos nurodytos eilutėse, miRNR – stulpeliuose. Duomenys pateikiami 

logaritminėje skalėje log2 (pokytis kartais), lyginta su HEK 293A. Raudona spalva 

žymi išaugusį miRNR kiekį; žalia – sumažėjusį; juoda – skirtumo nėra. Hierarchinės 

klasterizacijos dendrograma pateikta kairėje. Tamsiai mėlyna spalva nurodomos 

ląstelių linijos iš pirmino naviko, šviesiai - iš metastazių. 
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 miR-1238-3p kiekis krito storosios žarnos HCT116 ir didėjo kasos 

Su.86.86 vėžinėse ląstelėse. Taigi, nustatėme, kad mirtroninių miRNR raiška 

yra skirtinga žmogaus virškinimo ir šalinimo sistemos vėžinėse ląstelėse. 

 Toliau, atlikę hierarchinę klasterizaciją identifikavome, kad ląstelių 

linijos kilusios iš pirminių navikų ir metastazių grupuojasi į atskirus klasterius 

(3.15 pav.). Stiprus miR-1229-3p raiškos padidėjimas nustatytas trijose iš 

keturių tirtų metastazinių linijų – kasos T3M4, Su.86.86 bei skrandžio 

KATOIII. Vienintelėse metastazinėse inkstų Caki-1 ląstelėse šios mirtroninės 

miRNR kiekis nesikeitė. Taigi, iškelta prielaida, kad miR-1229-3p gali būti 

susijusi su vėžinių ląstelių metastazinėmis savybėmis.  

 Toliau siekdami įvertinti mirtroninių miRNR galimybę jas naudoti kaip 

biožymenis vėžio diagnostikai, tikrinome šių miRNR raišką storosios žarnos 

(12 navikų ir 6 sveiki), skrandžio (13 navikų ir 15 sveikų) ir kasos navikuose 

(12 navikų ir 8 sveiki), lygindami su sveikais audiniais. Nustatėme, kad miR-

1226-3p kiekis statistiškai reikšmingai sumažėjo storosios žarnos navikuose 

(p<0.001) (3.16 pav. A). Priešingai, skrandžio vėžiniuose audiniuose miR-

1226-3p raiška išaugo (p<0.001) (3.16 pav. B). Kasos navikuose ši miRNR 

nesikeitė, tačiau nustatėme, dviejų miR-1227-3p (p<0.028) bei miR-1236-3p 

(p<0.017) kiekio sumažėjimą (3.16 pav. C).  

 Taigi, mirtroninių miRNR raiška skiriasi virškinimo sistemos (kasos, 

storosios žarnos ir skrandžio) navikuose, lyginant su sveikais audiniais. Tai 

leidžia daryti prielaidą, kad mirtronines miRNR galima naudoti kaip 

biožymenis vėžio diagnostikai.   
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3.16 pav. Mirtroninių miRNR raiška storosios žarnos (A), skrandžio (B) ir kasos 

(C) audiniuose. ∆Ct reikšmės lygintos su RNU48 reikšme (∆Ct =∆CmiR - ∆CRNU48), 

Linijos grafikuose nurodo vidurkio reikšmę, paklaidos rodo – 5 ir 95 duomenų 

percentilius. Kuo didesnis verčių skirtumas, tuo mažiau miRNR mėginyje Pokytis 

kartais žymimas * p<0.05 ir *** p<0.001. Balta spalva nurodyti sveikų audinių 

duomenys, pilka – vėžinių. 
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4. REZULTATŲ APTARIMAS  

 miRNR reguliuoja daugumą ląstelėje vykstančių procesų - vystymąsi, 

ląstelių diferenciaciją, ląstelių homeostazės palaikymą (2). Todėl 

nenuostabu, kad miRNR raiškos pokyčiai yra siejami su širdies bei 

vėžiniais susirgimais (22), kurie nusineša daugiausia žmonių mirčių. 

Kanoninės miRNR intensyviai tiriamos šiose abiejose ligų grupėse (4,203). 

Taip pat miRNR patekusios į kūno skysčius išlieka stabilios, o tai suteikia 

puikią galimybę panaudoti miRNR kaip biožymenis (85).  

 Šioje disertacijoje pirmą kartą miRNR profiliai audiniuose ir kraujo 

plazmoje, susiformavus KAA, buvo identifikuoti visumine sekoskaita. 

Nustatėme, kad pakitusi miRNR raiška KAA audiniuose įtakoja TGF-β 

signalinį kelią bei, tikėtina, todėl dalyje kraujagyslių lygiųjų raumenų ląstelių 

keičiasi transkripcijos veiksnio KLF4 baltymo raiška. Svarbu pabrėžti, kad iki 

šiol dauguma tyrimų buvo atlikta su sindromine KAA forma - Marfano 

sindromu, kuris išsivysto dėl mutacijų fibrilino-1, lizino oksidazės LOX ir 

biglikano BGN genuose. Šiame darbe tyrimus atlikome analizuodami tik 

atsitiktinę KAA formą, kuri retai yra siejama su genų mutacijomis ir kurios 

atsiradimo priežastys nėra žinomos (7,8).  

 Šiame darbe tyrėme ne tik kanonines miRNR, bet ir nekanoniniu keliu 

bręstančias mirtronines miRNR. Tokios miRNR yra lokalizuotos segtuką 

formuojančiuose genų intronuose, vadinamuose mirtronuose, kuriuos jų 

brendimo metu vietoj Drosha/DGRC8 kerpa splaisosoma. Nepaisant to, kad 

galimų mirtroninių miRNR bioinformatiškai identifikuota apie tūkstantį 

(14), iki šiol nėra aišku ar šias sekas tikrai kerpa splaisosoma. Todėl 

pirmiausia nustatėme tyrimams pasirinktų standartinių, 5‘ ir 3‘ tipo 

mirtroninių miRNR brendimo priklausomybę nuo splaisingo. Taip pat 

įvertinome splaisingo veiksnių SRSF1 ir SRSF2 įtaką mirtroninių miRNR 

raiškai. Mirtroninių miRNR raiška ir reikšmė tyrimų metu praktiškai nebuvo 

tiriama. Keletas tyrėjų buvo nustatę, kad mirtroninės miRNR dalyvauja 

kancerogenezėje (19,20). Taip pat buvo žinoma, kad kanoniniu keliu bręstanti 

miRNR labai svarbi ir yra puikiai tinkama kaip biožymenys tiriant virškinimo 

sistemos (storosios žarnos, kasos ir skrandžio) vėžinius audinius (242-244), 

todėl mirtroninių miRNR profilius nustatėme virškinimo sistemos vėžinėse 

ląstelėse bei navikuose.  
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4.1 miRNR raiškos pokyčių audiniuose bei kraujo plazmoje, 

susiformavus krūtinės kylančiosios aortos aneurizmai, reikšmė  

 Visumine sekoskaita nustatėme 20 miRNR, kurių raiška skiriasi KAA 

audiniuose, lyginant su sveikais aortos audiniais. KAA fiziologiškai yra 

panaši į pilvo aortos aneurizmą (PAA). Tačiau KAA ir PAA kyla iš skirtingų 

ląstelių embriono vystymosi metu ir priežastys sukeliančios šias aneurizmas 

dažnai yra skirtingos. PAA vystymasis, kitaip nei KAA, dažnai yra siejamas 

su ateroskleroze ir stipriu uždegiminiu procesu (254). Nors dalis mūsų tirtų 

miRNR miR-126-3p, miR-155-5p ir miR-133a-3p dalyvauja ir PAA 

vystymesi (186), tačiau bendrai nustatėme, kad PAA ir KAA miRNR raiškos 

profiliai skiriasi.  

 Siekdami patvirtinti sekoskaitos būdu identifikuotus skirtumus, penkių 

miRNR (miR-126-3p, miR-155-5p, miR-10a-5p, miR-133a-3p, miR-148a-

3p) raiškos pokyčius tikro laiko PGR metodu nustatėme ir didesnėje mėginių 

imtyje. Parodėme, kad analizuojant visų mėginių imtį miR-126-3p, miR-155-

5p, miR-10a-5p bei miR-133a-3p reikšmingai keitėsi KAA audiniuose, 

lyginant su sveikomis aortomis. Tuo tarpu, nustatėme, kad miR-148a-3p 

raiška statistiškai patikimai išaugo tik vyrų KAA audiniuose. Taip pat, miR-

126-3p ir miR-155-5p atvejais statistiškai patikimesnį skirtumą 

identifikavome tarp vyriškos lyties pacientų. Analizę vykdant su moterų 

audiniais, statistiškai patikimo tiriamų miRNR skirtumo nenustatėme. Tačiau 

moteriškos lyties mėginių imtis buvo maža. Nors šiuo metu kylančiosios 

aortos aneurizmos vystymosi vyrų ir moterų aortos audiniuose mechanizmo 

skirtumai nėra ištirti, vis dėlto tikėtina, kad yra du skirtingi KAA vystymosi 

mechanizmai tarp vyrų ir moterų. Tai netiesiogiai patvirtina tai, kad  KAA 

vyrams yra nustatoma 6 kartus dažniau nei moterims. Be to, jei KAA 

susiformuoja moterims, aorta plečiasi tris kartus greičiau (164). Taip pat yra 

nustatyta, kad moterų KAA audiniuose yra daugiau metalo proteinazių MMP-

2 ir MMP-9, fermentų skaidančių tarpląstelinį užpildą ir taip pagreitinančių 

aortos plėtimąsi (165). Taigi, galime daryti prielaidą, kad miRNR raiška gali 

skirtis KAA audiniuose priklausomai nuo lyties, tačiau tam patvirtinti 

reikalingi tolimesni tyrimai praplėtus moterų mėginių imtį. 

 PAA audiniuose nustatyta, kad išaugęs miR-155-5p kiekis koreliuoja su 

makrofagų imuniniu atsaku ir tarpląstelinio užpildo ardymu (254). Priešingai, 

KAA audiniuose nustatėme stipriai sumažėjusį šios miRNR kiekį. Gali būti, 

kad miR-155-5p raiškos sumažėjimas rodo silpnesnį imuninį atsaką KAA 

audiniuose. Panašu, kad KAA atveju ši miRNR veikia kitaip nei PAA atveju.  
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 Neseniai identifikuota, kad miR-148a-3p sumažėjusi raiška per STAT3 

signalinį kelią stiprina atsaką į citokinus esant dilatacinei kardiomiopatijai 

(255). Priešingai, KAA atveju nustatėme šios miRNR padidėjusią raišką, tai 

rodo, kad STAT3 signalinis kelias gali būti slopinamas. Taip pat identifikuota, 

kad PAA padidėjusi raiška specifinės endotelio miRNR miR-126-3p, kuri 

palaiko kraujagyslių integralumą bei homeostazę, koreliuoja su sumažėjusiu 

uždegiminį procesą sukeliančiu citokino TNF-α kiekiu. miR-126-3p kiekis 

KAA audiniuose taip pat išauga (256). Taigi, galime daryti prielaidą, kad miR-

155-5p, miR-148a-3p ir miR-126-3p gali slopinti imuninį atsaką KAA 

audiniuose. 

 Taip pat nustatyta, kad miR-126-3p pūslelėse gali būti perduodama 

VSMC ląstelėms ir dalyvauti reguliuoti jų diferenciacijos stadiją (257). 

Identifikuota, kad sumažėjusi miR-133a-3p raiška lemia išaugusį 

transkripcijos veiksnio Sp1 kiekį, kuris aktyvuoja KLF4, kas lemia VSMC 

ląstelių fenotipo pasikeitimą iš kontraktilinio į sintetinį (194,258). Tuo tarpu 

išaugusi miR-10a-5p raiška slopina histonų deacetilazę HDAC4, kas lemia 

embrioninių ląstelių diferenciaciją į VSMC (259). Taigi, miR-126-3p, miR-

133a-3p ir miR-10a-5p gali dalyvauti VSMC fenotipo reguliacijoje.  

 Svarbu paminėti, kad miR-10a-5p ir miR-148a-3p raiškos pokyčiai iki 

šiol nebuvo nustatyti KAA audiniuose. Šiems duomenims sustiprinti, 

parodėme, kad vienos pagrindinių su KAA susijusių miR-126-3p raiška 

koreliuoja ir su miR-148a-3p (R=0.67) bei miR-10a-5p (R=0.67) kiekiu 

mėginiuose. 

 Taigi, galime daryti prielaidą, kad tirtos miRNR gali būti susijusios su 

imuninio atsako slopinimu, endotelio ląstelių homeostazės palaikymu bei 

lygiųjų raumenų ląstelių diferenciacija.  

 Šiame darbe identifikavome 17 cirkuliuojančių miRNR, kurių raiška 

keitėsi kraujo plazmoje, susiformavus KAA, lyginant su sveikomis 

kontrolėmis. Didesnėje pacientų imtyje parodėme, kad yra net 84 % tikimybė 

diagnozuoti KAA, kai yra nustatomas miR-122-3p ir miR-483-3p kiekio 

sumažėjimas plazmoje. Taigi, šios dvi miRNR gali būti panaudotos kaip 

potencialūs KAA biožymenys. Svarbu pabrėžti, kad dauguma visumine 

sekoskaita nustatytų cirkuliuojančių miRNR raiškos pokyčių anksčiau nebuvo 

nustatyti kylančiosios aortos aneurizmos atveju.  

  Visgi, bendrų miRNR, kurių raiška keičiasi ir audiniuose, ir kraujo 

plazmoje, susiformavus KAA, nebuvo nustatyta. Taip pat, šešios miRNR, 

kurių kiekis keitėsi plazmoje, buvo labai silpnai sintetinamos KAA 

audiniuose. Taigi, pakitusios miRNR patenka į kraujo plazmą ne iš KAA 

audinio.  
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 Mažai yra žinoma apie miR-122-3p, kurios raiška stipriausiai krenta 

plazmoje, esant KAA. Vis dėlto, miR-122-3p kyla iš to paties pri-miRNR, 

kaip ir miR-122-5p - pagrindinė miRNR dalyvaujanti kepenų ląstelių 

homeostazės palaikyme ir metabolizmo procesuose (260). miR-122-5p 

raiškos sumažėjimas yra siejamas su kepenų ligomis (261), ko pasekoje 

išsivysto metabolinis sindromas ir širdies sutrikimai (262). Be to, miR-122-5p 

raiškos kritimas kraujo plazmoje buvo identifikuotas esant tokioms širdies 

ligoms kaip miokardo infarktas, širdies sustojimas bei esant dviburio aortos 

vožtuvo patologijai (263). Sumažėjusi miR-483-3p raiška yra susijusi su 

endotelio ląstelių atsaku į pažaidas (264), bei migracija ir kraujagyslių 

formavimu (265). Panašu, kad dalis miRNR, esant KAA, gali patekti į kraują 

iš kitų organų, šiuo atveju – iš kepenų, širdies ir endotelio ląstelių, kaip 

sisteminis atsakas į ligą. Yra nustatyta, kad cirkuliuojanti miRNR gali veikti 

kaip signalinė molekulė tarp atskirų organų – kepenų, kasos, raumenų, 

imuninių ir endotelio ląstelių (233). 

 Identifikavę miRNR, kurių raiška statistiškai patikimai keičiasi KAA 

audinyje, lyginant su sveikomis aortomis, ir nustatę iRNR, su kuriomis gali 

sąveikauti šios miRNR, atlikome KEGG duomenų bazės signalinių kelių 

praturtinimo analizę. Nustatėme, kad KAA vystymęsi dalyvauja TGF-β 

signalinis kelias. miRNR sąveikauja su šio signalinio kelio receptoriais ir 

ligandais, bei SMAD baltymais, perduodančiais signalą į branduolį. Jei TGF-

β signalas perduodamas per TGFBR1/Smad2, miokardinas stimuliuoja 

VSMC kontraktilinio fenotipo raišką. Jei signalas yra perduodamas per 

ALK1/Smad1/5/8, išauga KLF4 baltymo raiška, kuri skatina VSMC fenotipo 

perėjimą į sintetinį. Taigi, KAA vystymasis gali būti tiesiogiai įtakojamas 

KLF4 ir miokardino raiškos pokyčių, kas lemia pasikeitusią VSMC 

diferenciacijos stadiją.  

 Buvo nustatyta, kad TGF-β receptorių ir SMAD baltymų disbalansas gali 

sukelti KAA. Marfano sindromo atveju buvo nustatytas padidėjęs TGF-β 

aktyvumas, kas sukelia TGF-β ir SMAD2 baltymo raiškos padidėjimą 

(172,173). Tačiau neseniai taip pat parodyta, kad šio sindromo atveju nėra 

nustatomi TGF-β signalinio kelio pakitimai (174). Be to, nustatyta, kad 

SMAD4 ir TGRBR2 genų ištrynimas VSMC lemia aortos išsiplėtimą pelėse 

(175,176). O išaugęs SMAD2 aktyvumas yra nesusijęs su TGF-β signalu 

(176,266). Taip pat identifikuota, kad signalo pasikeitimas nuo 

TGFBR1/Smad2 į ALK1/Smad1/5/8 lėmė sintetinio VSMC fenotipo genų 

raišką pelėse, vystantis KAA (267). Taigi, iki šiol nėra aišku ar TGF-β 

signalinio kelio aktyvacija, ar slopinimas sukelia KAA. Taip pat svarbu 

pabrėžti, kad iki šiol KAA vystymosi mechanizmai buvo atlikti VSMC 
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ląstelių linijose arba pelės modeliuose, kas tik dalinai atspindi tikruosius 

mechanizmus vykstančius žmogaus audiniuose (9). Todėl siekdami tiksliau 

atskleisti KAA vystymąsi, baltymų ir genų raiškos tyrimus atlikome žmogaus 

KAA audiniuose.  

 Tyrėme TGF-β receptorių TGFBR1 ir ALK1, bei transkripcijos veiksnių, 

MYOCD ir KLF4, genų raišką. Identifikavome, kad KAA audinyje statistiškai 

patikimai padidėjo ALK1 geno raiška. Koreliacinė miRNR ir ALK1 geno 

analizė parodė, kad šio geno kiekis koreliuoja su miR-10a-5p, miR-126-3p ir 

miR-148a-5p raiška. Reikšmingų TGFBR1, KLF4 ir MYOCD genų raiškos 

skirtumų nenustatėme. Kadangi miRNR, sąveikaudama su iRNR, nevisada 

keičia jos kiekį, o dažnai tiesiog yra slopinama transliacija (2), toliau 

imunohistochemine analize buvo nustatytas TGFBR1 ir ALK1, bei 

transkripcijos veiksnių, MYOCD ir KLF4 baltymų kiekį audiniuose. Nors 

MYOCD kiekio skirtumų neidentifikavome, KAA audiniuose net 27% VSMC 

ląstelių branduolių padidėjo KLF4 baltymo kiekis, kai sveikuose aortos 

audiniuose išaugusi KLF4 raiška nustatoma tik 10% branduolių. Būtent, šio 

baltymo padidėjęs kiekis ir lemia dalies VSMC ląstelių fenotipo keitimą iš 

kontraktilinio į sintetinį. Imunohistocheminę analizę pasirinkome, siekdami 

identifikuoti stipriausius pokyčius audiniuose, išsivysčius KAA. Be to ši 

analizė leidžia nustatyti baltymų lokalizaciją ląstelėje, kas yra itin svarbu, 

norint įvertinti baltymų veiklumą. MYOCD raišką stebime ir citoplazmoje, ir 

branduolyje, tai gali paaiškinti tai, kodėl nepastebime kiekio svyravimų, kaip 

atsako į KLF4 baltymo kiekio išaugimą. Taip pat nustatėme, kad ALK1 

baltymo kiekis nekito. Tikėtina, kad miRNR, su kuriomis šio geno raiška 

koreliuoja, miR-10a-5p, miR-126-3p ir miR-148a-5p, gali veikti kaip atsakas 

į padidėjusią ALK1 geno raišką ir ją slopinti, ko pasekoje ALK1 baltymo 

raiška nėra nustatoma. Tačiau norint tiksliau nustatyti nežymius ALK1 ir 

MYOCD baltymų kiekio svyravimus, tolimesniuose tyrimuose reikėtų 

įvertinti visų baltymų kiekį toje pačioje ląstelėje bei atlikti analizę naudojant 

tikslesnę baltymų kiekio detekcijos sistemą.  

4.2 Mirtroninių miRNR brendimo mechanizmo ir jų raiškos 

žmogaus virškinimo sistemos vėžinėse ląstelėse ir navikuo se, 

analizė 

  Nors bioinformatiškai analizuojant miRNR sekoskaitos duomenis 

mirtroninių miRNR nustatyta apie tūkstantį (14), iki šiol nėra aišku, ar šios 

miRNR tikrai bręsta nuo splaisingo priklausomu keliu. Parodėme, kad miR-

1226-3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p ir miR-1236-3p, lokalizuotų 

standartiniuose mirtronuose, brendimas priklauso nuo splaisingo proceso. Tuo 
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tarpu miR-1238-3p, sutinkama standartiniame mirtrone, tik dalinai priklauso 

nuo splaisosomos kirpimo. Taip pat, kad ne visi standartiniai mirtronai bręsta 

nuo splaisingo priklausomu keliu jau buvo parodžiusios keletas tyrėjų grupių. 

Ištyrus tris introninines miRNR miR-1226, miR-887, miR-1233 – nustatyta, 

kad tik miR-1226 ir miR-887 brendime dalyvauja splaisosoma (16). Kitame 

tyrime iš keturių pasirinktų miR-1226, miR-887, miR-1225, miR-1228 – nuo 

splaisingo priklausomos buvo tik tos pačios dvi miRNR - miR-1226 ir miR-

887 (136).  

 Identifikavome, kad miR-3064-3p ir miR-6515-5p, lokalizuotos 5‘ tipo, 

bei miR-3940-5p ir miR-6850-3p, lokalizuotos 3‘ tipo mirtronuose, gali bręsti 

ir nevykstant splaisingui. Iki šiol žinduoliuose eksperimentiškai nėra nustatyta 

nė vienos mirtroninės miRNR, lokalizuotos 5‘ tipo ir 3‘ tipo mirtronuose, 

priklausomybė nuo splaisomos kirpimo. Identifikuotas tik vienas atvejis 

drozofiloje, kai 3‘ tipo mirtronas dme-miR-1017 bręsta nuo splaisingo 

priklausomu būdu (17). Tai leidžia manyti, kad iš daugumos bioinformatiniais 

metodais nustatytų 5‘ ir 3‘ tipo mirtronų nesusiformuoja mirtroninės miRNR. 

Bei iškelia klausimą ar 5‘ ir 3‘ tipo mirtronai iš tikrųjų egzistuoja 

žinduoliuose.  

 Tai, kad ne visi bioinformatiškai nustatyti mirtronai iš tikrųjų yra 

kerpami splaisosomos, paskatino plačiau tirti nekanoniu keliu 

susiformuojančių miRNR brendimą. Kaip jau minėta, nustatyta, kad laikytų 

mirtroninėmis miRNR miR-1225, miR-1228 ir miR-1233 iškirpimas gali 

vykti nepriklausomai nuo splaisingo (16,136). Identifikuota, kad šių miRNR 

brendimas taip pat yra nepriklausomas ir nuo Dicer, AGO2 ir eksportino-5, ir 

tokios miRNR pavadintos simtrominėmis miRNR. Manoma, kad simtroninių 

miRNR brendimas gali vykti ir nuo splaisingo priklausomu ir nepriklausomu 

keliu (136). Taip pat neseniai identifikuoti agotronai, intronai, kurie yra 

iškerpami splaisosomos, bet jų brendimas nėra priklausomas nuo Dicer, kaip 

mirtroninių miRNR, ir citoplazmoje su AGO baltymais rišasi pilno ilgio 

intronas (apie 100 nt), o ne trumpa miRNR. Agotronai gali veikti, kaip miRNR 

ir slopinti iRNR, bet manoma, kad svarbiausia jų funkcija stabilizuoti ir 

apsaugoti AGO baltymus nuo degradacijos. Pasiūlyta, kad simtronine miRNR 

laikoma miR-1225 ir mirtroninė miR-1236 iš tikrųjų gali veikti kaip agotronai 

(137). Taip pat naujai atrastos specifinės miRNR, kylančios iš 50-200 nt ilgio 

segtuko formos struktūrą formuojančių trumpų intronų, kurie yra iškerpami 

alternatyvaus splaisingo metu. Šiuo atveju, identifikuota, kad ta pati miRNR 

gali bręsti kanoniniu bei alternatyviu mirtronų ar simtronų brendimo keliu 

(139). Taigi, šie duomenys atskleidė, kad tiriant nekanoninių miRNR raišką, 

būtina detektuoti ir įvertinti ne tik subrendusią miRNR formą, bet ir jos 
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pirmtakus. Taip pat identifikavo, kad kanoninis ir alternatyvūs brendimo 

keliai tarpusavyje yra stipriau susiję nei buvo manoma. Taigi, tikėtina, kad ta 

pati miRNR gali bręsti skirtingais būdais, todėl visgi sunku priskirti tik vieną 

brendimo kelią tiriamai miRNR (137,139). Tikėtina, kad miR-1238-3p, kurios 

brendimas tik dalinai priklauso nuo splaisingo, gali bręsti ne tik mirtronų, bet 

ir kitu alternatyviu arba kanoniniu keliu.  

 Parodę, kad miR-1226-3p, miR-1227-3p ir miR-1229-3p lokalizuotų 

standartiniuose mirtronuose, brendimas priklauso nuo splaisingo proceso 

toliau nustatėme, kaip šių mirtroninių miRNR brendimą veikia vėžiniuose 

procesuose svarbūs SRSF1 ir SRSF2 splaisingo veiksniai (152,251,252). 

Anksčiau buvo nustatyta, kad SRSF1 gali tiesiogiai ir nepriklausomai nuo 

splaisingo sąveikauti su pri-miR-7-1 ir aktyvinti Drosha kirpimą (155). 

Identifikavome, kad storosios žarnos HCT116 vėžinių ląstelių branduoliuose 

padidėjus SRSF1 baltymo kiekiui statistiškai patikimai išauga miR-1229-3p 

raiška, o padidėjus SRSF2 kiekiui - miR-1227-3p ir miR-1229-3p raiška. 

SRSF1 ir SRSF2 dažniausiai aktyvina splaisingo eigą (152), tai stebime ir šiuo 

atveju. Splaisingo veiksnių SF3B1 ir SRSF2 sąsaja su mirtroninių miRNR 

brendimu buvo nustatyta ir esant mielodisplastiniui sindromui, kai SF3B1 ir 

SRSF2 genuose esančios mutacijos koreliavo su sumažėjusia galimų 5‘ tipo 

mirtroninių miRNR miR-3605-5p ir miR-4728-5p raiška, atitinkamai (268). 

Taigi, mūsų grupė viena iš pirmųjų nustatė splaisingo veiksnių ir mirtroninių 

miRNR brendimo sąryšį.  

  Šiame darbe nustatėme, kad mirtroninių miRNR miR-1226-3p, miR-

1227-3p, miR-1229-3p ir miR-1236-3p raiška yra skirtinga virškinimo ir 

šalinimo sistemos vėžinėse ląstelėse, lyginant su HEK293A. Taip pat atlikę 

hierarchinę klasterizaciją identifikavome, kad ląstelių linijos kilusios iš 

pirminių navikų ir metastazių pagal mirtroninių miRNR raišką grupuojasi į 

atskirus klasterius. Mūsų rezultatai leido iškelti prielaidą, kad miR-1229-3p 

padidėjusi raiška yra susijusi su vėžinių ląstelių metastazinėmis savybėmis, 

tačiau tam patvirtinti reikalingi detalesni tyrimai. Taip pat identifikavome, kad 

miR-1227-3p ir miR-1236-3p raiška mažėja T3 stadijos kasos navikuose, 

lyginant su sveikais kontroliniais audiniais. Taip pat parodėme, kad miR-

1226-3p kiekis mažėja T3 stadijos storosios žarnos navikuose, ir didėja 

skrandžio vėžiniuose audiniuose. Taigi, mirtroninių miRNR raiška yra 

skirtinga virškinimo sistemos navikuose, o tai leidžia daryti prielaidą, kad 

mirtroninės miRNR gali būti naudojamos kaip biožymenys vėžio 

diagnostikai. Visgi, tam reikalingi tolimesni tyrimai praplečiant mėginių 

skaičių. Pradedant tyrimus buvo tik keli atvejai, kuriuose buvo nustatyta 

mirtroninių miRNR reikšmė vėžiniams procesams (19,20). Taigi, vieni iš 
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pirmųjų identifikavome mirtroninių miRNR raiškos pokyčius vėžinėse 

ląstelėse ir navikuose. Vėliau, kiti tyrėjai atliko daug mirtroninių miRNR 

raiškos ir įtakos vėžiniams procesams tyrimų. miR-1226-3p buvo susieta su 

krūties vėžio atsparumu tamoksifenui (213) bei stemplės vėžio atsparumu 

cisplatinai ir 5-FU (214). Identifikuota, kad padidėjusi miR-1229-3p raiška 

lemia prastą krūties vėžio pacienčių išgyvenamumą (216). Nustatyta, kad 

miR-1227-3p tiesiogiai įtakojo padidėjusią glioblastomos vėžinių ląstelių 

migraciją (217), o sumažėjęs miR-1236-3p kiekis skatino skrandžio (219) 

krūties, plaučių ir galvos bei kaklo ertmių (220) vėžinių ląstelių migraciją.  

 Svarbu paminėti, kad lygiagrečiai su mirtroninių miRNR analize 

naudojant tas pačias ląstelių linijas bei navikus ir sveikus audinius taip pat 

buvo tirta, kaip keičiasi SRSF1 ir SRSF2 baltymų kiekis virškinimo ir 

šalinimo sistemos vėžinėse ląstelėse bei virškinimo sistemos navikuose 

(tyrimus atliko dr. A. Kanopkos grupė, ILBS, BTI) (269). Nustatyta, kad 

SRSF1 ir SRSF2 baltymų kiekis buvo sumažėjęs kasos, inkstų, storosios 

žarnos ir skrandžio vėžinėse ląstelėse. Taip pat sumažėjusi SRSF2 raiška buvo 

detektuota skrandžio, SRSF1 – kasos, storosios žarnos ir skrandžio navikuose. 

Nors transfekavę SRSF1 ir SRSF2 baltymus koduojančias plazmides į 

HCT116 ląsteles identifikavome, kad SRSF2 veiksnys skatina miR-1227-3p, 

o SRSF1 – miR-1227-3p ir miR-1229-3p splaisingą, visgi, nustatyti splaisingo 

veiksnių kiekio skirtumai silpnai koreliavo su šių mirtroninių miRNR 

pokyčiais tose pačiose vėžinėse ląstelėse bei navikuose. Tai galima paaiškinti 

tuo, kad vėžinėse ląstelėse ir navikuose taip pat buvo identifikuoti ir kitų 

splaisingo veiksnių U2AF35, U2AF65 ir KHSRP kiekių skirtumai. Nustatyta, 

kad tas pats splaisingo veiksnys priklausomai nuo prisijungimo vietos gali ir 

aktyvinti, ir slopinti splaisingą (153). Taip pat du splaisingo veiksniai gali 

tarpusavyje konkuruoti, kas gali lemti skirtingų intronų splaisingą (145). 

Būtent dėl kompleksiško splaisingo veiksnių veikimo ir dėl sąveikos su 

nehomologinėmis sekomis įvairovės, dažnai yra ypatingai sunku nuspėti 

splaisingo eigą vėžinėse ląstelėse (154).  
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IŠVADOS 

1. Vystantis krūtinės kylančiosios aortos aneurizmai (KAA), audiniuose 

ir kraujo plazmoje, lyginant su sveikų pacientų mėginiais, atitinkamai 

keičiasi 20 ir 17 miRNR raiška. Nė vienos miRNR, kurios raiška 

keitėsi KAA audiniuose, kiekis nekito kraujo plazmoje, susiformavus 

KAA. Tai rodo, kad kraujo plazmos miRNR profilio pakitimai nėra 

tiesiogiai susiję su miRNR raiškos pokyčiais aortos audiniuose.   

2. miRNR raiška žmogaus kylančiosios aortos aneurizmos audiniuose 

gali priklausyti nuo paciento lyties. miR-148a-3p kiekis kylančiosios 

aortos aneurizmos audiniuose, lyginant su sveikomis aortomis,  

statistiškai patikimai išauga tik tarp vyriškos lyties pacientų. miR-

126-3p ir miR-155-5p atvejais statistiškai patikimesnis raiškos 

skirtumas nustatomas tarp vyriškos lyties pacientų nei analizę 

vykdant bendroje, pagal lytį neišskirstytoje, pacientų imtyje.  

3. 10 iš 20 miRNR, kurių raiška keičiasi KAA vystymosi metu, gali 

dalyvauti TGF-β signalinio kelio reguliacijoje. Tikėtina, dėl miRNR 

raiškos pokyčių KAA audiniuose, išauga TGF-β signalinio kelio 

receptoriaus ALK1 geno raiška ir 2,7 kartus didesnis kraujagyslių 

lygiųjų raumens ląstelių kiekis turi padidėjusį transkripcijos veiksnio 

KLF4 kiekį branduoliuose. KLF4 raiškos išaugimas sukelia 

kraujagyslių lygiųjų raumens ląstelių fenotipo pasikeitimą į sintetinį. 

4. miR-1226-3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p ir miR-1236-3p,  

lokalizuotų standartiniuose trumpuose mirtronuose, brendimas 

priklauso nuo splaisingo. miR-1238-3p, lokalizuota standartiniame 

mirtrone, bei visos tirtos introninės miRNR, lokalizuotos 

bioinformatiškai nustatytuose 5‘ tipo arba 3‘ tipo mirtronuose, gali 

bręsti ir nevykstant splaisingui. Taigi, gali būti, kad žinduoliuose 

egzistuoja tik standartinio tipo mirtronai.  

5. Splaisingo veiksnys SRSF1 skatina mirtroninės miR-1229-3p, o 

SRSF2 - miR-1227-3p ir miR-1229-3p brendimą storosios žarnos 

HCT116 vėžinėse ląstelėse.  

6. Mirtroninių miR-1226-3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p ir miR-1236-

3p raiška yra skirtinga žmogaus virškinimo sistemos vėžinėse 

ląstelėse, lyginant su nevėžine HEK293A ląstelių linija, bei 

virškinimo sistemos navikuose, lyginant su sveikais audiniais. Tai 

rodo, kad mirtroninės miRNR gali dalyvauti vėžinių procesų 

reguliacijoje ir turi potencialą būti naudojamos kaip biožymenys.   
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PRIEDAI 

 

p1 paveikslas. Genų, kuriuose lokalizuoti mirtronai, schema. Žali stačiakampiai 

žymi baltymus koduojančių genų egzonus, violetiniai stačiakampiai – 

netransliuojamas sritis, juodos linijos – intronus, raudonos linijos –intronus, kuriuose 

yra lokalizuoti mirtronai. Virš schemų pateiktos tiriamų intronų sekos, raudona spalva 

pažymėta dažniau sutinkama subrendusi miRNR, mėlyna – rečiau sutinkama, žalia 

spalva pažymėtos struktūrų nesudarančios sekos. Brūkšniai po schemomis nurodo, 

kuri geno vieta klonuota. PLEKHJ1 geno atveju padauginta sritis nuo 5 iki 7 egzono, 

MGAT4B atveju – tarp 11-13  egzonų, NELFE – tarp 3-4  egzonų, ATG4D – tarp 7-

9 egzonų, DDX5 – tarp 10-12 egzonų, KHSRP – tarp 13-15 egzonų, CARL – tarp 5-

7 egzonų, RPL8 – tarp 2-4 egzonų, kontrolinio geno DHX30 atveju – tarp 19-21 

egzonų. Pateikiamas mastelis (1000 nt). Išlaikytas santykinis egzonų ir intronų ilgis. 
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p2 pav. miRNR ir iRNR raiškos koreliacijos reprezentatyvus paveikslas. Vientisa 

linija žymi vidutinį koreliacijos stiprumą; punktyrinė - silpną koreliaciją; skaičiai - 

koreliacijos koeficento reikšmę. Raudonais kvadratais pažymėta miRNR, pilkais 

apskritimais – baltymai. 

 

p1 lentelė. Pacientų su kylančiosios aortos aneurizma bei kontrolinių pacientų su 

sveika aorta, pasirinktų visuminės sekoskaitai,  sveikatos būklės rodikliai. * Duomenų 

trūksta iš 4 širdies donorų. 

  Audiniai  Plazma 

Rodikliai 

 SV 

(n=6) 

KAA 

(n=8) 

 SV 

 (n=7) 

KAA 

(n=7) 

Op 

(n=4) 

Amžius, metai ±SD 
 

47 ±5 
62 

±10 
 54 ±12 

63 

±11 
64 ±12 

Lytis, vyrai (%) 
 4 (67 

%) 

6 (75 

%) 
 

4 (57 

%) 

5 (71 

%) 
3 (75 %) 

Kylančiosios aortos 

diametras, mm 

 36 

±0.7* 
50 ±3  35 ±3 

53 

±5 
52 ±4 

Aortos vožtuvo 

stenozė (%) 

 0 (0 

%) 

3 (38 

%) 
 

1 (14 

%) 

2 (29 

%) 
1 (25 %) 

Dviburis aortos 

vožtuvas (%) 

 0 (0 

%)  

5 (63 

%) 
 0 (0 %) 

4 (57 

%) 
2 (50 %) 

Aortos vožtuvo 

nepakankamumas (%) 

 0 (0 

%) 

5 (63 

%) 
 

1 (14 

%) 

3 (43 

%) 
1 (25 %) 

Aukštas kraujospūdis 

(%) 

 2 (100 

%)* 

7 (88 

%) 
 

4 (57 

%) 

6 (86 

%) 
4 (100 %) 

Rūkaliai (%) 
 2 (100 

%)* 

1 (13 

%) 
 

1 (14 

%) 

1 (14 

%) 
0 (0 %) 

Diabetas (%) 
 0 (0 

%) 

1 (13 

%) 
 0 (0%) 

3 (43 

%) 
1 (25 %) 
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p2 lentelė. Hemolizės lygio įvertinimas. Plazmos mėginių, kurie buvo pasirinkti 

sekoskaitos bibliotekų ruošimui, absorbcijos ties 414 nm ilgiu bei miR-16-5p ir miR-

451a slenkstinio ciklo Ct tikro laiko PGR nustatytos vertės.  

Mėginiai  
Sugertis, 414 

nm 
 

Ct, miR-16-

5p 
 

Ct, miR-

451a 

Hemolizuotas mėginys  0.36  21.13  17.03 

SV 1  0.11  23.21  21.35 
SV 2  0.12  23.93  24.39 

SV 3  0.10  22.97  20.94 

SV 4  0.13  24.00  23.31 
SV 5  0.17  24.88  23.24 

SV 6  0.20  25.43  24.96 

SV 7  0.20  24.94  23.04 
KAA 1  0.13  22.93  19.40 

KAA 3  0.20  23.40  21.77 

KAA 4  0.20  23.02  20.88 
KAA 5  0.16  22.03  19.21 

KAA 6  0.16  22.57  20.76 

KAA 7  0.14  23.67  19.59 
KAA 8  0.13  23.85  19.62 

Op 1  0.13  22.88  20.15 

Op 2  0.17  22.34  22.36 
Op 3  0.15  22.73  19.97 

Op 4  0.18  24.03  20.83 
Nehemolizuotas 

mėginys 
 0.18  24.28  19.92 

 

p3 lentelė. RNR kokybės, išgrynintos iš sekoskaitai naudotų KAA ir sveikų audinių,  

įvertinimas RIN reikšme.  

KAA audiniai, Nr RIN Sveiki audiniai, Nr RIN 

1 7,7 1 8,2 

2 7,3 2 6,6 

3 7,3 3 6,6 

4 7,9 4 4,2 

5 6,8 5 6,0 

6 7,2 6 7,2 

7 7,9   

8 6,9   
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p4 lentelė. Pacientų su kylančiosios aortos aneurizma bei kontrolinių pacientų su 

sveika aorta sveikatos būklės rodikliai. * Duomenų trūksta iš 5 širdies donorų. 

 

Audiniai Plazma 

Rodikliai 

SV 

(n=35) 

KAA 

(n=17) 

P 

reikšmė 

SV 

(n=34) 

KAA 

(n=28) 

P 

reikšmė 

Amžius, metai ±SD 64 ±12 62 ±13 0.610 69 ±12 65 ±12 0.161 

Lytis, vyrai (%) 
25 (71 

%) 

13 (76 

%) 
0.779 

17 (50 

%) 

21 (75 

%) 
0.092 

Kylančiosios aortos 

diametras, mm 
36 ±4* 53 ±6 <0.001 35 ±4 49 ±6 <0.001 

Aortos vožtuvo 

stenozė (%) 
0 (0 %) 

5 (29 

%) 
0.091 

4 (12 

%) 

7 (25 

%) 
0.379 

Dviburis aortos 

vožtuvas (%) 
0 (0 %) 

11 (65 

%) 
<0.001 0 (0 %) 

11 (39 

%) 
<0.001 

Aortos vožtuvo 

nepakankamumas (%) 

10 (29 

%) 

11 (65 

%) 
0.042 

13 (38 

%) 

16 (57 

%) 
0.080 

Aukštas kraujospūdis 

(%) 

30 (100 

%)* 

14 (82 

%) 
0.322 

29 (85 

%) 

26 (93 

%) 
0.460 

Rūkaliai (%) 
6 (20 

%)* 

3 (18 

%) 
0.904 

4 (11 

%) 
2 (7 %) 0.857 

Diabetas (%) 3 (9 %) 
2 (12 

%) 
0.928 3 (9 %) 

4 (14 

%) 
0.718 

p5 lentelė. miRNR raiškos koreliacija KAA audiniuose. Skaičiai žymi koreliacijos 

koeficiento reikšmę R. ** p<0.01; *** p<0.001. 

miR- -126-3p -148a-3p -155-5p -133a-3p -10a-5p 

-126-3p x 0.67*** 0.11 0.18  0.67*** 

-148a-3p  x -0.17 -0.01 0.49** 

-155-5p   x 0.67*** -0.27 

-133a-3p    x -0.25 

-10a-5p     x 

p6 lentelė. miRNR raiškos koreliacija KAA plazmoje. Skaičiai žymi koreliacijos 

koeficiento reikšmę R. ** p<0.01; ***p<0.001 

 

 

 

 

miR- -4732-3p -483-3p -122-3p -143-3p 

-4732-3p x -0.22 -0.33** 0.05 

-483-3p  x 0.65*** 0.24 

-122-3p   x 0.14 

-143-3p    x 
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p7 lentelė. miRNR ir genų raiškos koreliacija KAA audiniuose. Skaičiai žymi 

koreliacijos koeficiento reikšmę R. ** p<0.01; *** p<0.001. 

p8 lentelė. Genų klonavimo pradmenys.  

miR-1226-FW CCCTAGAAGCTTACTCATCAAGCAGTTCTC 

miR-1226-REV ACCCACGGATCCCACGGATGTGCACGTCCC 

miR-1227-FW CCCCAGAAGCTTGCTTCATTGAGGACCCTGAGAGG 

miR-1227-REV CTGCGCGGATCCTCACGCCTGCAAGCCACTC 

miR-1229-FW CTGCAGCGAAGCTTGTTCTTCTTCCGCAGTGGGAAC 

miR-1229-REV CCTCACCGGGATCCCTCGCTCAGAATCACCCACACA 

miR-1236-FW TCCCAGAAGCTTAAAAAGGCATTGCTGGCT 

miR-1236-REV GCTCACGGATCCCTTTAACTTCCCCTCAAG 

miR-1238-FW CTGCAGAAGCTTGAACTCCTGCGTTGCGAGCT 

miR-1238-REV GCTCACGGATCCCCTGGTCAGCTCTGAGCAGAGTG 

miR-3064-FW ACTTAGAAGCTTGTGGCCTGCCATGGGTAT 

miR-3064-REV CCTTACGGATCCCTGAACCTCTGTCTTCGA 

miR-3940-FW TTGCAGAAGCTTAGTGGTCCCCCAGGTCCT 

miR-3940-REV ACTCACGAATTCTGTGGGGGAGCCCCGGGT 

miR-6515-FW CTTCAGAAGCTTGATGATGAGTTTACACACCT 

miR-6515-REV TCTCACGAATTCCTGCCAGAGGTCCA 

miR-6850-FW CCCCAGGAATTCGACCCGTCGCCATG 

miR-6850-REV ACTCACGCGGCCGCCAACCACAGCTCTGTTGGCTG 

p9 lentelė. Pirmos tikslinės mutacijos splaisingo sekoje įvedimo pradmenys. 

miR-1226-1-FW ACCATTAACAGCTGAGGGCATGCA 

miR-1226-1-REV CGACTTGTGCAGCAGGATGTTGCC 

miR-1227-1-FW CGTCGGGCCAGCTGGGGCCAGGCG 

miR-1227-1-REV AGAGCCTCCATCCACTCCTGACAC 

miR-1229-1-FW CCTCCAGATCGCTGGGTAGGGTTT 

miR-1229-1-REV TAGCCGTCGGGGCTCCGAGGGTAC 

miR-1236-1-FW TGTCAAACGCTCTGAGTGACAGGG 

miR-1236-1-REV CCACCTTGGCTGGTTGTGCTGCTG 

miR-1238-1-FW TCCCCCTGGAGCTGAGTGGGAGCC 

miR-1238-1-REV AGTCGGCCTGGCTGACATCCACAG 

miR-3064-1-FW CAGAGGGCTAGCTTAGTACAAACT 

miR-3064-1-REV GAGGCCACATCTGTAGCAATC 

miR-3940-1-FW AAAAGATCGAGCTGGGTTGGGGCG 

miR-3940-1-REV CCTCGATAAGCTGCTTGGCGTGGT 

miR-6515-1-FW CCAAGCCTGAGCTTGGTGTTTGGG 

miR-6515-1-REV AGTCTGTGGGATCATCGATCTTGGCC 

miR-6850-1-FW GCATCGTCAAGCTGCGGAACGCT 

miR-6850-1-REV CCTTGATGTAGCCGTGCCGCTCAG 

 

 

 KLF4 MYOCD TGFR1 ALK1 

miR-126-3p 0.27 -0.04 -0.14   0.67*** 

miR-148a-3p   0.33* 0.21 0.03 0.52** 

miR-155-5p -0.22 0.21 -0.08 -0.28 

miR-133a-3p -0.22    0.37 *  0.09 0.05 

miR-10a-5p 0.20 0.03 0.03   0.71*** 
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p10 lentelė. Antros tikslinės mutacijos splaisingo sekoje įvedimo pradmenys. 

miR-1226-2-FW CTGTGTTCCCTACGGAGGCCACAC 

miR-1226-2-REV GGCTGGTGAGGCCACCCTTTTGGA 

miR-1227-2-FW TTCCCCACCTACGAGTTCATGCGG 

miR-1227-2-REV AAGGGTGGCACGGGGTCAAATGCC 

miR-1229-2-FW GCCCTCCCACACGCTCCTTCTACA 

miR-1229-2-REV AGTGGTGAGAGGGTGTCCCTGAAC 

miR-1236-2-FW TTGTCTCTCCACCACTATCAGAGC 

miR-1236-2-REV GGGGAAGAGGCATTATGTTGGCCA 

miR-1238-2-FW TGTCTGCCCCACTCCTTCCACTGC 

miR-1238-2-REV GACGAGGAAGGCTCAGAGGCTGGG  

miR-3064-2-FW AACACCTTACACATGTGGAAGATG 

miR-3064-2-REV GCAGTGTGGCAAAATAGCAATGTA 

miR-3940-2-FW CCTTCCTTCTACGGTCCTCTCTGC 

miR-3940-2-REV AGAGTAACCAAGGTAAGTGGGCTG 

miR-6515-2-FW TCTACCCCCCACGACTGGGACAAG 

miR-6515-2-REV TGAAGAGATCAGAGTTGGCCCAGA 

miR-6850-2-FW CTCTGCCCACACGACATCATCCACGAC 

miR-6850-2-REV GCGGCGTGAGTGCGGCGTT 

p11 lentelė. Kokybinės PGR pradmenys. 

TBP-FW TTCGGAGAGTTCTGGGATTGT 

TBP-REV TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC 

miR-1226-FW GTGAGGCAGGGCAAGGTCAC 

miR-1226-REV CACGGATGTGCACGTCCCC 

miR-1227-FW GCTTCATTGAGGACCCTGAG 

miR-1227-REV CTTGCCCGTCACCTTCC 

miR-1229-FW AACCCTCAGTCAGACAAGG 

miR-1229-REV CTCGCTCAGAATCACCCACA 

miR-1236-FW AGCTTAAAAAGGCATTGCTG 

miR-1236-REV GATCCCTTTAACTTCCCCTC 

miR-1238-FW ATGACTTCCTGCTGTACCTG 

miR-1238-REV CCTGGTCAGCTCTGAGCA 

miR-3064-FW AATTCAAACATGGAAAAGCTCC 

miR-3064-REV CTGAACCTCTGTCTTCGACC 

miR-3940-FW GTGGCGAGAATGTGAAAGC 

miR-3940-REV CTGGTTGAAGGGCCCAGG 

miR-6515-FW CCTGTACACACTGATTGTGCG 

miR-6515-REV CTTGTACTCAGGGTTCTGAATCAC 

miR-6850-FW CCATGGGCCGTGTGATCCG 

p12 lentelė. Atvirkštinės transkipcijos pradmenys.  

RNU48 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGCTAGAGC 

miR-1226-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTAGGGA 

miR-1227-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTGGGG 

miR-1229-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTGTGG 

miR-1236-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTGGAG 

miR-1238-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGGGCA 

miR-3064-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTTGCAC 
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miR-3940-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGAGC 

miR-6515-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGATGTC 

miR-6850-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGCCCC 

miR-185-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCAGGAAC 

miR-122-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACATTTAGTG  

miR-483-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAGACGGG 

miR-4732-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGAACAG 

miR-152-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCCAAGTTC 

miR-126-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGCATT 

miR-451a GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAACTCA 

miR-133a-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGCTGGT 

miR-10a-5p GCTTGTCGGTTAAACACTGTCACAAATTCG 

miR-155-5p CCAGAAACCGATCAGAGTGTACCCCTATCA 

miR-148a-3p CCGTTCACGATCCAAAGACACAAAGTTCT 

miR-143-3p TCGTCGAGATAAGCTGTGTGTGAGCTACA 

miR-16-5p CCTTTGAGGTTGGTACTACGGCGCCAATA 

p13 lentelė. miRNR tikro laiko PGR pradmenys. 

Universalus REV GTGCAGGGTCCGAGGT 

RNU48-FW GCGTGCCATCACCGCAGC 

miR-1226-3p FW GCGTCACCAGCCCTGTGT 

miR-1227-3p FW GCGCGTGCCACCCTTTT 

miR-1229-3p FW GCGCTCTCACCACTGCCCTC 

miR-1236-3p FW GCGCCTCTTCCCCTTGTCT 

miR-1238-3p FW GCGCTTCCTCGTCTGTC 

miR-3064-3p FW GCGTCTGGCTGTTGTGGT 

miR-3940-5p FW GCGGTGGGTTGGGGCGG 

miR-6515-5p FW GCGTTGGAGGGTGTGGAA 

miR-6850-3p FW GTGCGGAACGCTGGCC 

miR-185-5p-FW GCGTGGAGAGAAAGGCAGT 

miR-483-3p FW GCGTCACTCCTCTCCTCC 

miR-4732-3p FW GGCCCTGACCTGTCCT 

miR-152-3p FW CGCGTCAGTGCATGACAGA 

miR-126-3p FW CGCGTCGTACCGTGAGTAAT 

miR-122-3p- FW CCGCGAACGCCATTATCACA 

miR-133a-3p FW  GCGTTTGGTCCCCTTCAAC 

miR-10a-5p FW AGGCTTGTCGGTTAAACACTGT 

miR-10a-5p REV CCGGTACTACCCTGTAGATCCG 

miR-143-3p FW GCTCGTCGAGATAAGCTGTGTG 

miR-143-3p REV GTTCGCTGAGATGAAGCACTG 

miR-155-5p FW TTCCAGAAACCGATCAGAGTGT 

miR-155-5p REV CGCCATGTTTAATGCTAATCGTGA 

miR-16-5p FW ACCTTTGAGGTTACTACGG 

miR-16-5p REV GTGCAGTAGCAGCACGTAAAT 

miR-451a FW  CGGCGAAACCGTTACCATTAC 
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p14 lentelė. iRNR tikro laiko PGR pradmenys. 

GAPDH FW GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 

GAPDH REV GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 

KLF4 FW CAGCTTCACCTATCCGATCCG 

KLF4 REV GACTCCCTGCCATAGAGGAGG 

MYOCD FW ACGGATGCTTTTGCCTTTGAA 

MYOCD REV AACCTGTCGAAGGGGTATCTG 

ALK1 FW CTCACAGGGCAGCGATTACC 

ALK1 REV CCAGATGTCAGTCCACTTGTAGG 

TGFR1 FW CACAGAGTGGGAACAAAAAGGT 

TGFR1 REV CCAATGGAACATCGTCGAGCA 

p15 lentelė. Mikoplazmos užkrato nustatymo pradmenys.  

GPO3 GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT 

MGSO TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC 

p16 lentelė. Sekoskaitos ir diagnostinės PGR pradmenys.  

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 

BGH TAGAAGGCACAGTCGAGG 

pMTCdir1 TGGCACCAAAATCAACGGGAC 

 

  



126 

 

SUMMARY OF DOCTORAL DISSERTATION  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stasė 

GASIULĖ 
 

Functional analysis of canonical and 

mirtronic miRNAs in thoracic ascending 

aortic aneurysm tissues and digestive 

system tumors 

 
Nature sciences,  

Biochemistry N 004 

 

VILNIUS 2020 

 

 

 



127 

 

LIST OF ABBREVIATIONS  

 

ALK1 - activin receptor-like kinase 1 

AUC -  area under the ROC curve 

CABG - coronary artery bypass graft surgery  

cDNA – complementary DNA 

Ct - The cycle threshold  

dCt – cycle threshold normalized to endogenous RNA 

IHC - Immunohistochemical analysis 

FC - fold change 

KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

KLF4 – Kruppel-like factor 4 

miRNAs – microRNAs 

mRNA – messenger RNA 

MUT - minigenes carrying mutations in 5’-donor and 3’-acceptor splice sites 

MYOC - myocardin 

non-TAA – samples from healthy patients 

Op – operated  

qPCR  - quantitative real-time PCR 

RC – normalized read count 

ROC – receiver operating characteristic curve 

rSMAD -  receptor-regulated Smads  

RT - reverse transcription  

RT-qPCR - quantitative reverse transcription PCR  

TAA - ascending thoracic aortic aneurysm 

TGF-β - transforming growth factor-beta 

VSMC - vascular smooth muscle cells  

WT – wild type 
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INTRODUCTION 

 microRNAs (miRNAs) are single-stranded non-coding RNAs typically 

containing 18-25 nucleotides and are involved in the post-transcriptional 

regulation of gene expression. Although human miRNAs were identified in 

2000, the functions of miRNAs are still extensively under investigation. 

miRNAs are involved in the regulation of many cellular processes (1). 

Previously it was identified that expression of miRNAs could be altered in all 

types of cancer and other diseases, including cardiac, digestive and 

neurological disorders (2). Various pathologies usually are characterized by 

altered miRNA expression profiles. Therefore, miRNAs can be used as 

biomarkers for disease diagnosis, prognosis or treatment selection (3,4). 

miRNAs are identified in all human body fluids such as blood plasma and 

serum, urine, saliva, and human milk. Furthermore, miRNAs are relatively 

easily detected not only in frozen but also in formalin-fixed and paraffin-

embedded tissues (3). Hence, miRNAs have a huge potential for applications 

during clinical practice. 

 miRNA expression is altered in ascending thoracic aortic tissues and 

blood plasma during the development of an aneurysm (5). An aortic aneurysm 

is formed when the aorta diameter expands 1.5 times the size of the healthy 

aorta (6). Although ascending thoracic aortic aneurysm (TAA) is not a 

common disease, this type of aneurysm develops asymptomatically and if not 

diagnosed in time TAA may suddenly rupture and be deadly (7). TAA is 

categorized as syndromic (Marfan, Loyes-Dietz, Ehlers-Danlos, etc.), familial 

non-syndromic and sporadic. Syndromic forms of TAA are caused by 

mutations of different genes and therefore are highly heterogeneous (8).  

 The development of sporadic TAA, which is rarely associated with gene 

mutations, remains weakly investigated. Studies of sporadic TAA were 

performed using vascular smooth muscle cell lines and animal models. 

However, these experimental models only partially reflect certain changes that 

occur in human tissues (9). Thus, until today, there is not enough data about 

the development of TAA (10). In order to reveal the impact of miRNAs on 

TAA development, we selected only the sporadic form of TAA. Moreover, 

most of the previous studies determining the association of the miRNAs with 

sporadic TAA tissues or plasma were performed only using PCR or 

microarray techniques (11-13). Despite that only high-throughput miRNA 

sequencing ensures the discovery of new miRNAs associated with TAA, 

miRNA high-throughput sequencing data of sporadic TAA tissue and blood 

plasma samples were still missing. Detected alterations in miRNA expression 
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could enable us to understand better the development of this disease. In 

addition, newly identified circulating miRNAs could be applied as non-

invasive biomarkers to detect TAA or prognose further disease development.  

 During the canonical miRNA biogenesis pathway, the miRNAs are 

cleaved by Drosha and Dicer ribonucleases. However, alternative pathways of 

miRNA biogenesis were lately described in eukaryotes – miRNAs can be 

produced in Drosha or Dicer independent manner (14,15). It was shown,  that 

miRNA can be located in short introns, termed mirtrons. These mirtrons are 

spliced and appear to bypass Drosha cleavage. Based on terminal overhangs, 

four distinct mirtrons subtypes are recognized: conventional (hairpin without 

tails), 3’-tailed, 5’-tailed, two-tailed. Despite that, a large number of mirtronic 

miRNAs have been predicted by bioinformatic analysis, only two human hsa-

miR-877-5p and hsa-miR-1226-3p, and one mouse mmu-miR-1224 were 

experimentally proven to be directly depended on splicing. Moreover, only 

one 3‘-tailed mirtronic miRNA dme-miR-1017 was experimentally validated 

in Drosophila (16). It is still unclear whether biogenesis of conventional, 5'- 

or 3'-tailed mirtrons actually depends on splicing. Hence, the biogenesis of 

bioinformatically predicted mirtrons must be validated experimentally. 

Furthermore, little is known about the impact of splicing factors on mirtronic 

miRNA biogenesis.  

 Although the biogenesis of mirtronic miRNAs differs from the canonical 

pathway, mirtronic miRNAs also interact with AGO proteins and regulate 

silencing of mRNA expression (17). However, the significance of mirtronic 

miRNAs in biological processes was weakly investigated. It was determined, 

that such miRNAs could regulate cancerogenesis (18,19). Nonetheless, it is 

very little known about mirtronic miRNAs significance in digestive system 

cancerous cells.   

 

  Aim of the dissertation – to investigate the global expression changes 

of miRNA expression in ascending thoracic aortic aneurysm tissues and blood 

plasma samples, and experimentally determine the dependency on splicing of 

bioinformatically predicted mirtronic miRNAs and evaluate expression 

changes of these mirtronic miRNAs in digestive system cancer cell lines and 

tissues.  
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MAIN TASKS OF THE DISSERTATION 

1. To investigate the expression changes of miRNAs in human aortic 

tissues and blood plasma samples during ascending thoracic aorta 

aneurysm development using high-throughput miRNA sequencing, 

and to validate the altered expression of selected miRNAs in a larger 

cohort of samples by qRT-PCR. 

2. To identify the signaling pathway, which is altered by dysregulated 

miRNAs in ascending thoracic aorta aneurysm tissues compared with 

healthy aortas, and to investigate the expression changes of selected 

target genes and proteins.  

3. To determine the dependancy of biogenesis on the splicing of 

bioinformatically predicted mirtronic miRNAs: five located in 

conventional mirtrons miR-1226-3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p, 

miR-1236-3p, miR-1238-3p; two located in 5’-tailed mirtrons - miR-

3064-3p, miR-6515-5p; two located in 3’-tailed mirtrons - miR-

3940-5p, miR-6850-3p.  

4. To determine the impact of splicing factors SRSF1 and SRSF2 on the 

biogenesis of mirtronic miRNAs in colorectal cancer HCT116 cell 

line.  

5. To identify the expression changes of mirtronic miRNAs in human 

digestive system cancer cell lines and tissues.  

SCIENTIFIC NOVELTY 

1. miRNAs, differentially expressed in ascending thoracic aortic 

aneurysm tissues and blood plasma samples compared with healthy 

samples, were identified. It was determined that the alterations in 

blood plasma miRNA profile do not overlap with differentially 

expressed miRNAs in tissues.  

2. The significant upregulation of the TGF-β signaling pathway 

receptor ALK1 mRNA expression and a nearly three-fold higher 

number of cells strongly expressing transcription factor KLF4 in the 

nucleus were determined in ascending thoracic aortic aneurysm 

tissues compared to healthy aorta. The upregulation of KLF4 could 

promote the phenotypic transition of vascular smooth muscle cells 

from contractile to synthetic.   

3. The dependency of biogenesis on splicing of three miRNAs miR-

1227-3p, miR-1229-3p, and miR-1236-3p, hosted in conventional 
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mirtrons, was experimentally validated. These miRNAs were 

assigned to the call of mirtronic miRNAs.  

4. Splicing factor SRSF1 promotes the biogenesis of miR-1229-3p, 

SRSF2 - biogenesis of miR-1227-3p and miR-1229-3p in colorectal 

cancer HCT116 cell line. 

5. Differentially expressed mirtronic miRNAs were identified in the 

digestive system cancer cell lines and tumors. That indicates that 

mirtronic miRNAs are related to cancerogenesis and suggests their 

potential for exploiting as diagnostic biomarkers. 

STATEMENTS TO BE DEFENDED 

1. miRNAs are associated with the development of the human 

ascending thoracic aortic aneurysm. Changes of miRNAs expression 

in blood plasma do not depend on alteration in miRNAs expression 

in ascending thoracic aortic aneurysm tissues.   

2. Differentially expressed miRNAs may regulate the TGF-β signaling 

pathway and vascular smooth muscle cells phenotypic transition in 

ascending thoracic aortic aneurysm tissues. The increase of 

transcription factor KLF4 expression in a part of cells could induce 

the phenotypic transition of vascular smooth muscle cells from 

contractile to synthetic.     

3. The biogenesis of only a part of bioinformatically predicted mirtrons 

is dependent on splicing.  

4. Splicing factors SRSF1 and SRSF2 promote mirtronic miRNA 

biogenesis in colorectal cancer HCT116 cell line.  

5. Mirtronic miRNAs are associated with cancerogenesis in the 

digestive system of cancer cell lines and tumors.  
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MATERIALS AND METHODS 

Methods used for experiments with ascending thoracic aortic 

aneurysm tissue and blood plasma samples  

Samples of patients, with sporadic ascending thoracic aorta aneurysm 

 All experimental procedures using human tissue and plasma samples 

conform to the principles outlined in the Declaration of Helsinki and were 

approved by Kaunas Regional Biomedical Research Ethics Committee (Nr. 

P2-BE-2-12/2012).  

 The study included 40 patients with sporadic non-syndromic ascending 

thoracic aorta aneurysm (TAA group). Atherosclerosis showing calcified or 

ulcerating plaques of the ascending aorta, aortitis, Marfan, Ehlers Danlos and 

other syndromes were excluded from the study. TAA group included patients 

(n = 23) who underwent aortic reconstruction surgery at the Department of 

Cardiac, Thoracic and Vascular Surgery, LUHS and non-operated patients (n 

= 17) with ascending aorta aneurysm.  

 Study subjects without TAA (non-TAA group) included i) heart 

transplantation donors (n = 6), ii) patients who underwent isolated coronary 

artery bypass graft surgery (CABG) (n = 72) and iii) healthy volunteers (n = 

10).  

RNA isolation from aortic tissues 

 Total RNA from aortic tissue was isolated using mirVana Ambion 

miRNA Isolation Kit (ThermoFisher Scientific) according to the 

manufacturer’s instructions. RNA samples were eluted in nuclease-free water, 

aliquoted and stored at -80°C until further analysis. The integrity of total RNA 

was assessed using an Agilent 2100 Bioanalyzer. Total RNA isolated from 

aortic tissue samples was treated with dsDNase (ThermoFisher Scientific) 

according to the manufacturer’s instructions. 

cDNA library preparation for Illumina sequencing 

 cDNA libraries for sequencing were prepared using the NEXTflex Small 

RNA-Seq v3 kit (PerkinElmer) according to manufacturer’s instructions. 

ligation reactions of 3′ and 5′ adapters were performed using 1,6 µg of total 

RNA or 10,5 µL of each RNA samples isolated from aortic tissues or blood 

plasma, respectively. The cDNA was amplified 18 or 23 PCR cycles for tissue 

or plasma cDNA samples, respectively. PCR products were analyzed with 

Bioanalyzer (Agilent technologies) using a DNA high sensitivity chip. In 
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order to deplete adapter dimers, plasma cDNA samples were size-selected 

(150 bp fragment) on a 6 % PAGE and purified according to manufacturer’s 

protocol. The resulting cDNA libraries were quantified by KAPA Library 

Quantification Kit (Rosche), hybridized to Illumina MiSeq flow cell 

(Illumina) and subsequently sequenced using Illumina MiSeq instrument and 

MiSeq Reagent Kit v2 chemistry (Illumina) for 50 sequencing cycles.  

RT-qPCR analysis using total RNA isolated from aortic tissue 

 For the miRNA expression analysis, 100 ng of total RNA isolated from 

aortic tissue were used for the cDNA synthesis. Each 20 μl of the reverse 

transcription reaction in RT buffer contained 200 units of RevertAid Reverse 

Transcriptase (ThermoFisher Scientific), 1mM dNTP (ThermoFisher 

Scientific), 1μM RT primer mixture (Metabion), 16 units of RNase inhibitor 

RiboLock (ThermoFisher Scientific). The mixture was incubated for 20 min 

at 25°C and for 60 min at 37°C and then heat-inactivated for 10 min at 70°C. 

qPCR was performed with SYBR Green PCR master mix (ThermoFisher 

Scientific) (35 cycles): initial denaturation for 10 min at 95°C, followed by 

three cycles of amplification 15 sec at 95°C, 1 min at 55°C, and 30 sec at 

60°C, then 32 cycles 10 sec at 95°C and 30 sec at 60°C. For mRNA expression 

analysis, 100 ng of total RNA isolated from aortic tissue samples used for 

cDNA synthesis with RevertAid RT reverse transcriptase (ThermoFisher 

Scientific) according to the manufacturer’s instructions. qPCR analysis was 

carried out on Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science). The miRNA 

expression levels were normalized to the expression levels of miR-152-3p, 

mRNA – of GAPDH.  

Methods used for experiments with digestive system tumors  

Tumors and healthy tissues 

 The study conforms with the Code of Ethics of the World Medical 

Association (Declaration of Helsinki). Patients underwent neither 

chemotherapy nor radiotherapy before surgery. Overall, 12 pancreatic, 13 

stomach and 12 colorectal cancer tumors were collected. Healthy pancreatic 

tissues (n=8) were obtained from healthy donors during the multiorgan donor 

explantation operations, healthy tissues of the stomach (n=15) - during the 

bariatric surgery, healthy tissues of the colon - from patients with benign 

diseases of the colon (diverticulitis, etc.).  
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RNA isolation from tumors 

 Total RNA from tumors and healthy tissues were purified from the same 

sample using mirVana PARIS kit (ThermoFisher Scientific) according to the 

manufacturer’s instructions. The fraction of short RNAs (< 200nt) was used 

for miRNA reverse transcription (RT) and qPCR experiments. To avoid DNA 

contamination before reverse transcription reaction, RNA samples were 

treated with DNase I (ThermoFisher Scientific) according to the 

manufacturer's instructions. 

RT-qPCR analysis using RNA isolated from tumors 

 cDNA synthesis was prepared as described in Method „RT-qPCR 

analysis using RNA isolated from aortic tissue“. For the miRNA expression 

analysis 200 ng fraction of short RNAs (< 200nt) were used. Relative 

quantification was performed with normalization to the expression of 

endogenous control RNU48.  

Methods used for experiments with digestive system cancer cell 

lines 

Human cell culture maintenance 

 HEK 293A (embryonic kidney), HCT116 (colon, colorectal carcinoma), 

Kato III (stomach, gastric carcinoma; derived from metastatic site: pleural 

effusion and supraclavicular and axillary lymph nodes and Douglas cul-de-

sac), Panc-1 (pancreas/duct, epithelioid carcinoma), SU.86.86 (pancreas, 

ductal carcinoma; derived from metastatic site: liver), T3M4 (pancreas, ductal 

carcinoma; metastasis), Caki-1 (kidney, clear cell carcinoma, derived from 

metastatic site: skin), 786-O (kidney, renal cell adenocarcinoma) cells were 

cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum 

and penicillin (100 U/ml) - streptomycin (100 µg/ml). 

RNA isolation from cell lines 

 RNA from cell lines was isolated using an RNAzol RT reagent according 

to the manufacturer’s instructions (Molecular Research Center). cDNA 

synthesis and qPCR analysis were carried out as described in Methods „RT-

qPCR analysis using RNA isolated from aortic tissue“ and „RT-qPCR 

analysis using RNA isolated from tumors“. 

 

 

http://www.google.lt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&ved=0CDwQFjAE&url=http%3A%2F%2Fwww.biokits.com%2Fproductinfo%2F681%2FmirVana-PARIS-Kit.html&ei=ArcWVbLgBIufygPHyIGYCg&usg=AFQjCNFHk4tztPZFcmhz6JauFrP0D-cmbg&bvm=bv.89381419,d.bGQ
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Transfection 

 Transfections were performed using Lipofectamine LTX transfection 

reagent (ThermoFisher Scientific) according to the manufacturer’s 

instructions. HTC116 allowed growing for 24 h prior to transfection with 

pcDNA3-SRSF1, pcDNA3-SRSF2, pcDNA3-DHX30, pcDNA3-PLEKHJ1, 

pcDNA3-MGAT4B, pcDNA3-NELFE, pcDNA3-ATG4D, pcDNA3-DDX5, 

pcDNA3-KHSRP, pcDNA3-CARL or pcDNA3-RPL8 constructs. A pcDNA3 

vector was transfected to be used as a reference. RNA and protein were 

isolated after 48h. The experiments were repeated at least three times. 

Methods used for experiments with E.coli bacteria 

Construction of plasmids 

 Minigenes constructs of 1226/DHX30 (from exon 19 to exon 21; 

mirtronic intron – 20), 1227/PLEKHJ1 (exons 5 to 7; mirtronic intron – 5), 

1229/MGAT4B (exons 11 to 13; mirtronic intron – 12), 1236/NELFE (exons 

3 to 4; mirtronic intron - 3), 1238/ATG4D (exons 7 to 9; mirtronic intron – 8), 

3064/DDX5 (exons 10 to 12, mirtronic intron – 11), 3940/KHSRP (exons 13 

to 15, mirtronic intron – 14), 6515/CARL (exons 5 to 7, mirtronic intron 5), 

6850/RPL8 (exons 2 to 4, mirtronic intron – 2) were amplified from human 

Jurkat cells genomic DNA (ThermoFisher Scientific) using Phusion High-

Fidelity DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific) according to the 

manufacturer’s instructions. PCR products were digested with BamHI and 

HindIII restriction endonucleases, except 3940/KHSRP, 6515/CARL 

(digested with HindIII and EcoRI) and 6850/RLP8 (EcoRI and NotI), and 

inserted into pcDNA3 plasmid. 5’- and 3’-splice site mutations were inserted 

by PCR using Phusion High-Fidelity DNA Polymerase with primers 

containing splicing site mutations. Amplification products were ligated using 

T4 DNA ligase (ThermoFisher Scientific).  

 Total RNA, extracted from HCT116 cells, was converted to cDNA using 

RevertAid reverse transcription kit (ThermoFisher Scientific). The genes were 

amplified using primers containing HindIII and BamHI sites by PCR, digested 

with appropriate restriction enzymes and the fragments ligated into pcDNA3. 

All final plasmids were confirmed by Sanger sequencing. 

Detection of spliced and unspliced forms of mRNA 

 Spliced and unspliced DHX30, PLEKHJ1, MGAT4B, NELFE, ATG4D, 

DDX5, KHSRP, CARL, RPL8 mRNA isoforms were detected by RT-PCR. 
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cDNA synthesis was carried out using RevertAid Reverse Transcriptase and 

random hexamer primer according to the manufacturer’s (ThermoFisher 

Scientific) instructions. PCR was carried out using TrueStart Hot Start Taq 

DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific) according to the manufacturer’s 

instructions. Amplification products were separated on 1% agarose gel. TBP 

was used as a loading control. 

Statistical analysis 

 Statistical analysis was performed using GraphPad v6.0 and Sigma Plot 

software v. 11. Student t-test and Mann-Whitney Rank Sum Test were used to 

compare the differences in distribution between experimental results. A value 

of p<0.05 was considered statistically significant. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Differential miRNA expression analysis in ascending thoracic 

aortic aneurysm tissue and blood plasma samples 

 During high-throughput sequencing, new unexplored miRNAs 

associated with TAA may be identified (20,21). However, to date, the miRNA 

expression levels were analyzed only by real-time PCR and microarray 

techniques (11-13) and the global high-throughput miRNA sequencing data 

of TAA tissues was still missing. Therefore, in order to determine the global 

miRNA profile, we performed the high-throughput sequencing of TAA tissue 

samples. Moreover, to reveal whether miRNAs were transported from TAA 

tissues to the blood during TAA development, we also carried out the 

sequencing of circulating miRNAs of plasma. Newly identified circulating 

miRNAs may be used as non-invasive biomarkers for the detection of this 

disease. 

 We evaluated miRNA expression profiles in a set of patient tissue (n=14) 

and plasma samples (n=18) using Illumina high-throughput miRNA 

sequencing platform. The experimental design of miRNA-Seq is depicted in 

Figure S1 A. Study subjects selected for miRNA expression profiling in aortic 

tissue consisted of surgical TAA patients (n = 8), donors (n = 4) and CABG 

patients (n = 2). miRNA expression profiling in plasma was done in samples 

from surgical TAA patients (n = 7) before and 3 months after the aortic surgery 

(denoted as operated, n = 4), respectively. Seven volunteers without health 

complaints (n= 7) were used as non-TAA controls.  
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 To evaluate differences of miRNAs expression we performed the 

analysis only with miRNAs using the base mean higher than 10. miRNA-Seq 

data analysis revealed 20 differentially expressed miRNAs (fold change > 1.5, 

p < 0.05) in TAA tissue samples compared to non-TAA group (Figure S1, B, 

Table S1, Table S2). Three types of analysis were performed to compare 

miRNA expression profiles in plasma: 1) surgical TAA patients and healthy 

volunteers (non-TAA); 2) surgical TAA patients before and 3 months after the 

aortic surgery   (Op); 3) surgical TAA patients before and 3 months after the 

aortic surgery combine with the data of healthy volunteers (Op+non-TAA). 

 
Figure S1. Differential miRNA expression analysis in TAA tissue and plasma 

samples using high-throughput miRNA sequencing. (A) miRNA-Seq experiment 

design. (B) Heat map showing differentially expressed miRNAs (fold change, FC > 

1.5, p < 0.05, normalized read count average, RC > 10) in TAA tissue samples (n = 

8) compared to normal aorta tissue (n = 6). Red color indicates upregulated log-

transformed miRNAs, blue – downregulated; (C) Venn’s diagram showing the 

number of differentially expressed miRNAs (FC > 1.5, p ≤ 0.05 and RC > 20) in TAA 

plasma samples (n = 7) compared to non-aneurysmal group (n = 7) and plasma 

samples obtained 3 months after aortic reconstructive surgery (n = 4); (D) Venn’s 

diagram demonstrating the number of differentially expressed miRNAs in TAA tissue 

and plasma samples; (E) Heat map demonstrating the expression of six miRNAs, 

which were significantly downregulated in TAA plasma samples, but were almost 

absent in TAA tissue samples. Color intensity indicates log-transformed normalized 

read counts of miRNA. 
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 Because of the large variation in the number of miRNA sequences among 

patients in this case, the analysis was performed only with miRNAs which the 

base read mean was higher than 20. Such levels of miRNAs expression 

allowed us to detect efficiently miRNAs. Accurate and optimal detection is 

essential for the use of miRNAs as biomarkers.  

Table S1. miRNAs differentially expressed (fold change > 1.5 p value < 0.05, RC 

>10) in TAA tissue and blood plasma samples compared to non-TAA controls. 

Op – Operated. 

Groups  

Number of  

miRNAs  Upregulated  Downregulated 

Tissue  

TAA v.s. non-TAA 

  

20 

  

15 

  

5 

Plazma 

TAA v.s. non-TAA 

  

14 

  

3 

  

11 

TAA v.s Op  6  4  2 

TAA v.s. non-TAA 

+ Op  10  2  8 

Table S2. List of differentially expressed miRNAs (fold change > 1.5, p value 

< 0.05, RC >10) in TAA aortic tissue samples compared to miRNA 

expression levels in non-TAA controls. 

No. miRNAs Fold change P value 

Upregulated   

1 hsa-miR-10a-3p 2.69 2.05E–06 

2 hsa-miR-10a-5p 2.45 8.63E–07 

3 hsa-miR-150-5p 2.21 2.05E–05 

4 hsa-miR-199b-5p 2.12 1.19E–04 

5 hsa-miR-126-5p 1.89 7.95E–04 

6 hsa-miR-126-3p 1,88 2.10E–05 

7 hsa-miR-139-5p 1.74 7.22E–04 

8 hsa-miR-148a-3p 1.71 3.44E–05 

9 hsa-miR-10b-5p 1.70 7.78E–04 

10 hsa-miR-148a-5p 1.70 0.0112 

11 hsa-miR-99a-5p 1.68 1.76E–05 

12 hsa-miR-21-5p 1.67 1.10E–03 

13 hsa-miR-146a-5p 1.67 0.002 

14 hsa-miR-142-3p 1.66 0.020 

15 hsa-miR-542-3p 1.64 0.009 

Downregulated   

16 hsa-miR-1-3p −1.59 0.001 

17 hsa-miR-133a-3p −1.64 2.96E–07 

18 hsa-miR-1307-3p −1.68 0.011 

19 hsa-miR-9-3p −1.79 0.021 

20 hsa-miR-155-5p −1.88 7.34E−08 
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Table S3. List of differentially expressed miRNAs (fold change > 1.5, p value ≤ 

0.05-fold, RC ≥ 20) in TAA patient blood plasma samples compared to miRNA 

expression levels in non-TAA controls. 

Group  No.  miRNA Regulation Fold change  P value 

T
A

A
 v

s 
n

o
n

-T
A

A
 

 1  hsa-miR-146b-3p up 9,11  0,044 

 2  hsa-miR-1255b-5p up 8,87  0,015 

 3  hsa-miR-889-3p up 7,95  0,047 

 4  hsa-miR-375-3p down -2,38  0,036 

 5  hsa-miR-30a-5p down -2,54  0,033 

 6  hsa-miR-483-3p down -2,68  0,015 

 7  hsa-miR-23b-3p down -2,79  0,017 

 8  hsa-miR-140-3p down -4,01  0,010 

 9  hsa-miR-100-5p down -9,17  0,003 

 10  hsa-miR-145-5p down -17,36  1,44E-04 

 11  hsa-miR-143-3p down -17,74  3,27E-05 

 12  hsa-miR-23b-5p down -24,93  0,013 

 13  hsa-miR-122-3p down -69,32  3,31E-04 

 14  hsa-miR-34a-5p down -71,95  4,01E-05 

T
A

A
 v

s 
O

p
 

 1  hsa-miR-1255b-5p up 9,7203  0,045 

 2  hsa-miR-4732-3p up 3,9801  0,050 

 3  hsa-miR-6803-3p up 3,4495  0,011 

 4  hsa-miR-22-3p up 2,5198  0,029 

 5  hsa-miR-122-3p down -18,4085  0,024 

 6  hsa-miR-23b-5p down -44,7992  0,001 

T
A

A
 v

s 
n

o
n

-T
A

A
 a

n
d

 O
p
 

 1  hsa-miR-1255b-5p up 11,68  0,004 

 2  hsa-miR-22-3p up 1,73  0,034 

 3  hsa-miR-375-3p down -2,12  0,049 

 4  hsa-miR-483-3p down -2,29  0,035 

 5  hsa-miR-23b-3p down -2,36  0,024 

 6  hsa-miR-143-3p down -3,83  0,012 

 7  hsa-miR-145-5p down -4,83  0,019 

 8  hsa-miR-23b-5p down -29,67  0,003 

 9  hsa-miR-34a-5p down -48,62  6,26E-05 

 10  hsa-miR-122-3p down -53,67  2,31E-04 

 

 Evaluation of miRNA expression changes in plasma samples revealed a 

total of 17 differentially expressed miRNAs in TAA samples compared to 

non-TAA samples. 14 miRNAs expression changes were identified in TAA 

patient plasma samples compared to the non-TAA group. After 3 months after 

surgery, the expression of six miRNAs was changed (Figure S1, C, Table S1, 

Table S3).  
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 Surprisingly, the alterations in blood plasma miRNAs profiles did not 

overlap with differentially expressed miRNAs in tissues (Figure S1, D). 

Moreover, six significantly deregulated miRNAs in TAA plasma samples, 

miR-4732-3p, miR-6803-3p, miR-375-3p, miR-483-3p, miR-122-3p and 

miR-1255b-5p, were almost absent in aortic tissue samples (Figure S1, E). 

Finally, to identify the most significantly dysregulated miRNAs, the analysis 

was performed using a combined group of healthy samples (Op+non-TAA). 

It was determined that the miR-122-3p was the most significantly 

downregulated in TAA plasma samples. According to these findings, we can 

propose that changes in miRNAs expression in blood plasma are not directly 

associated with miRNAs expression alterations in ascending thoracic aortic 

aneurysm tissues.   

Validation of Selected miRNAs in TAA Tissue and  Plasma 

Samples by qRT-PCR 

 Due to the variation in high-throughput miRNA sequencing data, it is 

necessary to validate the expression changes in a larger cohort of samples.  

Because sequencing was performed on a limited number of samples, we 

validated the expression of selected miRNAs by qPCR.  Overall 37 tissues (20 

non-TAA and 17 TAA) and 62 blood plasma (34 non-TAA and 28 TAA) 

samples were analyzed. The miRNA expression levels were normalized to the 

miR-152-3p or mir-185-3p for tissue or plasma samples, respectively. These 

endogenous miRNAs were selected according to our miRNA-Seq analysis 

having the lowest expression deviation between samples. 

 For tissue analysis, we performed qRT-PCR of five selected miRNAs - 

miR-10a-5p and miR-155-5p displayed the most significant up/down fold 

changes; miR-126-3p according to literature was the main miRNA related to 

TAA (13); miR-133a-3p and miR-148a-3p were involved in TGF-β signaling 

pathway. Our analysis validated the altered expression of miR-10a-5p, miR-

126-3p, miR-133a-3p and miR-155-5p in the sex-undivided set of TAA tissue 

samples compared to the non-TAA group (Figure S2). Although, the changes 

in miR-148a-3p expression levels was significant only in male TAA samples 

(p = 0.0203) (13 TAA and 13 non-TAA samples). Interestingly, a significantly 

greater differential expression of miR-126-3p (p = 0.0062 vs. p = 0.0225 for 

sex-undivided set) and miR-155-5p (p = 0.0003 vs. p = 0.0017) also was 

detected between male patients showing sex-related miRNA expression 

variances in the TAA tissue. Because of the small number of female tissues (7 
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non-TAA v.s. 4 TAA), further studies for more reliable data should be 

performed in a larger female patients cohort.   

 

Figure S2. The differential expression of miR-10a-5p, miR-126-3p, miR-133a-3p, 

miR-148a-3p and miR-155-5p in non-TAA and TAA patient tissue samples 

according to patient’s sex. The expression threshold (Ct) values of each miRNA 

were normalized to miR-152-3p as the endogenous control. Lines within boxes 

indicate normalized cycle threshold (dCt) mean values; whiskers – 5-95 percentile of 

the relative miRNA expression values. Significance between each group is shown as 

follows: n.s. – not significant; * p<0.05; ** p<0.01 and *** p<0.001.  
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Figure S3. Validation of differentially expressed miRNAs in TAA tissue and 

plasma samples by qRT-PCR. The qRT-PCR analysis was used for the comparison 

of relative miRNA expression levels between non-TAA and TAA groups in plasma 

(A) and both types (B) of samples. The cycle threshold (Ct) values of observed 

miRNAs were normalized to miR-152-3p and miR-185-5p for tissue and plasma 

samples, respectively, which were revealed as the most reliable endogenous controls 

according to miRNA-Seq data. Lines within boxes indicate relative miRNA 

expression median values; whiskers – 5-95 percentile of the relative miRNA 

expression values. Significance is shown as follows: n.s. – not significant; * p < 0.05; 

** p < 0.01 and *** p < 0.001. (C) Diagnostic ROC curve analysis showing sensitivity 

and specificity of miR-122-3p, miR-483-3p, miR-4732-3p and miR-143-3p selected 

circulating miRNAs or the combination of miR-122-3p and miR-483-3p together. 

AUC denotes area under the ROC curve. 

 For circulating miRNAs studies we selected four miRNAs - miR-4732-

3p, miR-483-3p, and miR-143-3p and miR-122-3p. Statistically significant 

expression differences of all selected miRNAs were successfully validated by 

qPCR (Figure 3A, Figure 3B). The changes in miR-122-3p expression levels 

were the most significant (p < 0.0001). Moreover, the diagnostic sensitivity 

and specificity of selected circulating miRNAs were performed by ROC curve 

analysis (Figure 2C). The results demonstrated that a combined analysis of 

miR-122-3p and miR-483-3p miRNAs revealed the most significant 

prognostic accuracy (AUC = 0.84, p < 0.001) indicating that these miRNAs 

could be applied as TAA non-invasive biomarkers. 
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Functional Analysis of miRNA Target Genes Involved in TAA  

Development 

 Next, using a bioinformatics approach, we determined KEGG pathways 

enriched in genes targeted by differentially expressed miRNAs in TAA tissue 

cells. About half of differentially expressed miRNAs have predicted targets in 

17 genes involved in the TGF-β signaling pathway (Figure S4). These 

miRNAs could affect two groups of target genes - TGF-β ligands/receptors 

and regulatory SMADs. Dysregulation in the TGF-β signaling pathway can 

influence the expression changes of the key downstream regulators, Kruppel-

like factor 4 (KLF4) and/or myocardin (MyoCD). On the other hand, the 

disrupted balance between TGF-β receptors, ligands and rSMADs might 

impact MyoCD-independent TGF-β signaling (22).  

 Indeed, previous reports revealed the important roles of TGF-β signaling 

in syndromic TAA (23). However, it still not clear whether activation or up-

regulation of this signaling pathway genes causes the development of TAA 

(24-27). During the canonical TGF-β signaling pathway, TGF-β can interact 

with TGFBR1 or ALK1 receptors (Figure S5). If the signal is mediated 

through the TGFBR1 receptor, TGFBR1 binds to SMAD2/3 and, together 

with SMAD4, can activate the expression of the transcription factor 

myocardin. Myocardin stimulates the contractile phenotype of vascular 

smooth muscle cells (VSMC). If the signal is transmitted through the ALK1 

receptor, ALK1 binds to SMAD2/3 and, together with SMAD4,  can indirectly 

stimulate the expression of transcription factor KLF4 promoting the synthetic 

phenotype of VSMC. It was determined, that a signaling switch from 

canonical TGFBRI/Smad2-dependent to ALK1/Smad1/5/8 signaling can 

activated genes related to synthetic VSMC phenotype in mice model (28). 

Moreover, miR-133a-3p, which was significantly downregulated in TAA 

tissue samples, could indirectly deregulate KLF4 (29). To further explore the 

alteration in TGF-β signaling pathway, we determined the mRNA expression 

levels of TGF-β receptors, TGFBR1 and ALK1 (also known as ACVRL1), and 

transcription factors, MyoCD and KLF4, in non-TAA (n=21) and TAA (n = 

17) tissue samples (Figure S6). A significant change of ALK1 gene 

transcription was identified in TAA tissues (p=0.0244) compared to non-TAA 

group of normal aortas, but no significant difference in cellular mRNA levels 

of TGFBR1, KLF4, and MyoCD was observed.  
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Figure S4. Molecular network of miRNAs and their potential target genes 

involved in the TGF-β signaling pathway. Grey nodes denote target genes, red and 

blue – upregulated and downregulated miRNAs, respectively. The dark orange area 

covers TGF-β ligands and receptors; light orange – regulatory SMADs (rSMADs). 

 

Figure S5. Simplified hypothetical schema of TGF-β signal transduction in TAA 

tissue cells. miRNAs, which were differentially expressed in TAA tissue (grey 

boxes), could potentially deregulate TGF-β signaling by targeting TGF-β ligands, 

receptors or rSMADs leading to alteration of MyoCD–KLF4 transcription regulator 

axis and further TAA progression. miRNAs, which differential expression was 

confirmed by qRT-PCR analysis are marked in bold. 



145 

 

 

Figure S6. Differential expression of ALK1, TGFBR1, MyoCD and KLF4 mRNA 

in non-TAA (n=21) and TAA (n=17) tissue samples. The expression threshold (Ct) 

values of each gene were normalized to GAPDH expression levels. Lines within boxes 

indicate normalized cycle threshold (dCt) mean values; whiskers – 5-95 percentile of 

the relative mRNA expression values. Significance between each group is shown as 

follows: n.s. – not significant; * p<0.05. 

  miRNAs do not always promote the degradation of mRNA, often 

miRNAs simply inhibits translation of mRNA (2). Therefore, we further 

evaluated the protein expression levels of the selected genes in non-TAA and 

TAA tissue samples using immunohistochemical analysis (IHC). The 

upregulated expression of a positive marker of aortic aneurysms osteopontin 

was determined (p=0.0311). Also, it was determined that the increase of 

osteopontin stimulates the switch of vascular smooth muscles from contractile 

to synthetic phenotype (30-32) (Figure S7). Moreover, the number of cells 

strongly expressing the KLF4 factor in the nucleus was shown to be nearly 

three-fold higher in TAA tissues compared to non-TAA (27% v.s. 10%) (p = 

0.0037). The myocardin expression level remained the same, however, the 

myocardin was detected not only in the nucleus but also in the cytoplasm, 

whereas, KLF4 is specifically observed in the cell nucleus. Therefore, the 

more accurate quantification method is required to evaluate minor fluctuations 

in myocardin expression as a response to alteration in KLF4. 
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Figure S7. Immunohistochemical (IHC) analysis of KLF4, MyoCD, and 

osteopontin expression in non-TAA and TAA tissue samples. The quantity of 

proteins was examined by immunostaining and visualized with diaminobenzidine 

(brown). The sections were counterstained with hematoxylin (blue). Histological 

quantification of KLF4 was performed by counting KLF4 positive cell nucleus (black 

arrows; n = 43), whereas osteopontin (n = 46) and MyoCD (n = 20) by IHC score 

(graphs in right panel). Lines within boxes indicate KLF4 positive nucleus mean or 

MyoCD and osteopontin IHC score median values, whiskers – 5-95 percentile of 

KLF4 positive nucleus or MyoCD and osteopontin IHC score values. The significance 

of each group is shown as follows: n.s. – not significant; * p < 0.05; ** p < 0.01, *** 

p < 0.001. 

Analysis of splicing dependent mirtronic miRNAs expression in 

human digestive system cancer cell lines and tumors  

Experimental validation of new splicing-dependent human mirtronic miRNAs 

 In order to expand the number of validated mirtronic miRNAs for our 

study, we selected five miRNAs localized in conventional mirtrons - miR-

1226-3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p, miR-1236-3p, miR-1238-3p; two 

miRNAs localized in 5‘-tailed mirtrons - miR-3064-3p, miR-6515-5p; two 

miRNAs localized in 3‘-tailed mirtrons - miR-3940-5p, miR-6850-3p (Figure 

S8). Six of them - miR-1229-3p, miR-1236-3p, miR-1238-3p, miR-3064-3p, 

miR-3940-5p and miR-6515-5p are localized in genes related with 
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cancerogenesis, respectively MGAT4B (33), NELFE (34), ATG4D (35), 

DDX5 (36), KHSRP (37) and CARL (38).  

 To determine the dependence of their biogenesis on mRNA splicing, we 

constructed plasmids with minigenes of two or one introns spanned by three 

and two coding exons, respectively (Figure S9). Wild type (WT) minigenes 

include natural introns. MUT variants of minigenes contained the mutations 

affecting the G residues at 5' splice donor (GU changed to CU) and 3' splice 

acceptor (AG changed to AC) sites in an intron, in which located potential 

mirtronic miRNA.   

 To investigate the effect of inhibited intron splicing on potential 

mirtronic miRNA biogenesis, constructed plasmids were transfected in 

colorectal carcinoma HCT116 cells. mRNAs from the MUT variants 

maintained the unspliced exon-intron-exon structure (Figure S10, A, MUT). 

mRNA from WT minigenes were successfully spliced (Figure S10 A, WT). A 

significantly high 9-1772 fold upregulation of miRNAs expression was 

detected after WT minigenes transfection in HCT116 cells (Figure S10, B, 

WT, Table S4). However, after splicing-deficient MUT plasmids transfection, 

miR-1226-3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p, miR-1236-3p miRNAs quantity 

remained practically the same (Figure S10, B, MUT, Table S4). These results 

confirmed that the biogenesis of miR-1226-3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p, 

miR-1236-3p, located in conventional mirtrons, is strictly splicing-dependent 

and can be assigned to the mirtronic miRNA type.  

 However, the miR-1238-3p expression level in the cell lines after MUT 

minigene transfection was 425-fold higher compared to cells lacking the 

minigene. Moreover, we determined statistically unreliable 1,4-2,8 fold 

upregulation of miRNAs levels in cells maintaining splicing deficient MUT 

minigene of 5‘- tailed miR-3064-3p, miR-6515-5p and 3‘-tailed mirtrons - 

miR-3940-5p, miR-6850-3p. Hence, miR-1238-3p, located in conventional 

mirtron, also all investigated miRNAs located in 5’-tailed and 3’-tailed 

mirtrons can mature independently from splicing. It is possible that only 

conventional mirtrons exist in mammals.  
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Figure S8. Mirtrons investigated in this study. miRNA can be located in short 

introns, termed mirtrons. These mirtrons are spliced and bypass Drosha cleavage. 

Based on terminal overhangs, four distinct mirtrons subtypes are recognized: 

conventional (hairpin without tails), 3’-tailed, 5’-tailed, two-tailed. Mirtronic 

miRNAs selected for study are marked in red.  

 
Figure S9. Schematic representation of exon-intron structures of analyzed 

human minigenes. Boxes and lines indicate exons and introns, respectively. miR-

1226-3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p, miR-1236-3p, miR-1238-3p located in 

conventional, miR-3064-5p, miR-6515-5p – located in 5’-tailed and miR-3940-5p, 

miR-6850-5p located in 3‘-tailed mirtrons. Potential mirtrons are depicted as red lines. 

WT - wild type sequences, MUT - minigenes carrying the double mutant with GT to 

CT and AG to AC changes (changed nucleotides are marked in red) in 5’-donor and 

3’-acceptor splice sites, correspondingly. The position of primers used for RT-PCR 

analysis is indicated by white arrows. 
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Figure S10. Identification of splicing dependent miRNAs processed from 

mirtrons.  (A) Splicing analysis of minigene transcripts in transfected HCT116 cells. 

Control reactions, RT-, were performed without prior reverse transcription to exclude 

DNA contamination. The unspliced form indicates transcript retaining mirtronic 

intron, spliced – intron is excised. TBP – loading control. (B) miRNAs expression in 

colorectal cancer HCT116 cell line transfected with native (WT) or splicing-deficient 

(MUT) minigenes were analyzed using reverse transcription-quantitative polymerase 

chain reaction, RT-qPCR 

Table S4. Changes of miRNA expression levels in cells transfected with native 

(WT) or splicing-deficient (MUT) minigenes. 

miRNA WT minigene MUT minigene MUT/WT, % 

Hosted on conventional mirtron 

miR-1226-3p 81 +/- 36 1.5 +/- 0.3 1.9 

miR-1227-3p 405 +/- 204 24 +/- 8 5.9 

miR-1229-3p 1633 +/- 106 4.1 +/- 2.1 0.3 

miR-1236-3p 747 +/- 217 2.6 +/- 0.5 0.3 

miR-1238-3p 1772 +/- 1289 425 +/- 322 24 

Hosted on 5‘-tailed mirtron 

miR-3064-3p 27 +/- 13 47 +/- 29 173 

miR-6515-5p 875 +/- 162 1541 +/- 576 176 

Hosted on 3‘-tailed mirtron 

miR-3940-5p 9.1 +/- 1.7 13 +/- 0.3 141 

miR-6850-3p 20 +/- 12 57 +/- 38 286 
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Effect of splicing factors SRSF1 and SRSF2 on the biogenesis of mirtronic miRNAs 

 In order to evaluate the regulatory function of specific splicing factors 

(SF) in biogenesis of mirtronic miRNAs, we overexpressed two splicing 

factors of serine-arginine rich (SR) protein family, SRSF1 (also known as 

SF2/ASF) and the SRSF2 (also known as SC35) in human HCT116 cells and 

determined expression levels of three mirtronic miRNAs, miR-1226-3p, miR-

1227-3p and miR-1229-3p. SRSF1 and SRSF2 splicing factors activate 

splicing (39). Moreover, SRSF1 expression is frequently altered in cancer 

cells (40). SRSF2 is also associated with cancerogenesis (41).  

 Western blot analysis revealed an increase in SRSF1 and SRSF2 proteins 

yield in the nuclear extracts after the transfection of the pSRSF1 or pSRSF2 

constructs in HCT116 cells (Figure S11, A). In response to the upregulation 

of SRSF1, we determined a significant increase in miR-1229-3p (Figure S11, 

B). After SRSF2 construct transfection, the significant upregulation of miR-

1227-3p (p=0.008) and miR-1229-3p (p=0.008) was detected. Thus, splicing 

factors SRSF1 and SRSF2 promote mirtronic miRNAs biogenesis in 

colorectal cancer HCT116 cell line.  

 

Figure S11. Splicing factors influence the biogenesis of specific mirtronic 

miRNAs. (A) The amount of SRSF1 and SRSF2 proteins increased in the transfected 

HCT116 cell line. Western-blot analysis was performed on nuclear extracts of cells 

transfected with empty vector pcDNA3 (-) or plasmid containing recombinant SRSF1 

gene (pSRSF1) or SRSF2 gene (pSRSF2). Beta-actin was used as an internal loading 

control. (B) Splicing factor-dependent impact on mirtronic miRNAs expression was 

determined using RT-qPCR. The mean values were calculated of three (SRSF1) and 

five (SRSF2) biological replicates. * indicates statistically significant results, p<0.05. 
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Differential expression of mirtronic miRNAs in digestive system cancer cell lines and 

tumors 

 Mirtronic miRNA significance in cancerogenesis was weakly 

investigated. In order to evaluate whether mirtronic miRNAs are associated 

with processes in cancer cells, we determine expression changes of mirtronic 

miRNAs miR-1226-3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p, miR-1236-3p, and 

splicing-independent miR-1238-3p in different digestive system organs 

(pancreas PANC-1, SU.86.86, T3M4, stomach KATO III, colon HCT116) or 

excretory system (kidney CaKi-1, 786-O) cancer cell lines compared to the 

human embryonic kidney HEK 293A cells.  

 The downregulation of miR-1226-3p and miR-1227-3p expression were 

observed in all tested cell lines (Figure S12). miR-1236-3p expression was 

upregulated in pancreatic T3M4 and Su.86.86 and downregulated in kidney 

786-O and stomach KATO III cancer cell lines.  

 

Figure S12. Heatmap of mirtronic miRNAs expression in human cancer cell 

lines. Cell lines are in rows, miRNAs in columns. Data are presented as log2 fold 

changes relative to embryonic cell line HEK293A. Red color indicates higher 

expression; green, lower expression; black, no difference. The dendrogram of 

hierarchical clustering analysis is presented at the left.  
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Figure S13. Variability in expression of mirtronic miRNAs in colorectal (A), 

stomach (B) and pancreatic adenocarcinoma (C) tissues. The expression threshold 

(∆Ct) values of each miRNA were normalized to RNU48 as the endogenous control. 

Lines within boxes indicate normalized cycle threshold (dCt) mean values; whiskers 

– 5-95 percentile of the relative miRNA expression values.  * p < 0.05.  
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 Interestingly, hierarchical clustering identified the majority of the cell 

lines derived from metastatic sites as a unique group. A high increase in 

expression of miR-1229-3p was determined in 3 of 4 metastatic cell lines - 

pancreatic T3M4, Su.86.86, and stomach KATO III. However, further studies 

are required to estimate whether miR-1229-3p is associated with metastatic 

cancer cells. Thus, differential mirtronic miRNAs expression was identified 

in the digestive system cancer cell lines. 

 To further identified the significance of mirtronic miRNAs in human 

cancer development and the possibility to use these miRNAs as biomarkers, 

we determine mirtronic miRNAs expression in digestive system tumors 

(pancreatic, colorectal and stomach) compared to healthy tissue samples of 

the same organ. We identified that miR-1226-3p was significantly 

downregulated in the colorectal tumor (p<0.001) (Figure S13, A) and 

upregulated in stomach cancer compared to non-tumor tissues (p<0.001) 

(Figure S13, B). miR-1227-3p (p=0.028) and miR-1236-3p (p=0.017) were 

significantly altered in pancreatic tumors (Figure S13, C). Hence, different 

expression profiles of mirtronic miRNAs were observed in digestive organ 

tumors. According to these findings, we can indicate, that mirtronic miRNAs 

are associated wit cancerogenesis and in the future might be applied as 

biomarkers. 
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CONCLUSIONS 

1. During the development of the human ascending thoracic aortic 

aneurysm (TAA), the differential expression of a total of 20 and 17 

miRNAs was identified in TAA tissue and blood plasma samples, 

respectively,  compared to the non-TAA samples. Changes of miRNA 

expression in blood plasma were not directly associated with miRNA 

expression alterations in ascending thoracic aortic aneurysm tissues.   

2. miRNA expression profiles in TAA tissues may be influenced by the 

patient's sex. It was evaluated that miR-148a-3p varied significantly 

only in the male TAA cohort. Also, miR-126-3p and miR-155-5p and 

expression changes were more statistically significant in male TAA 

patients compared to the sex-undivided group of samples.  

3. 10 of 20 miRNAs differentially expressed in TAA tissue potentially 

regulate the TGF-β signaling pathway. Differentially expressed 

miRNAs could influence the upregulation of the TGF-β signaling 

pathway receptor ALK1 mRNA expression. Alterations in miRNA 

expression also could evoke the increase of transcription factor KLF4  

expression in a nearly three-fold higher number of cells compared to 

healthy tissues. The upregulation of KLF4 could promote the 

transition of vascular smooth muscle cells phenotypic from 

contractile to synthetic.  

4. Biogenesis of miRNAs miR-1226-3p, miR-1227-3p, miR-1229-3p 

and miR-1236-3p, hosted in conventional mirtrons, biogenesis is 

strictly splicing dependent. miR-1238-3p, located in conventional 

mirtron,  and all investigated miRNAs located in 5’-tailed and 3’-

tailed mirtrons can mature independently from splicing. It is possible 

that only conventional mirtrons exist in mammals.  

5. Splicing factor SRSF1 enhances the biogenesis of mirtronic miRNA 

miR-1229-3p, meanwhile SRSF2 – the biogenesis of miR-1227-3p 

and miR-1229-3p in colorectal cancer HCT116 cell line. 

6. Differential expression of mirtronic miRNAs was identified in the 

digestive system cancer cell lines and tumors. Hence, the mirtronic 

miRNAs are associated with cancerogenesis and potentially might be 

applied as biomarkers.  
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SANTRAUKA 

 mikroRNR (miRNR) – tai 18-25 nukleotidų ilgio trumposios baltymų 

nekoduojančios RNR, reguliuojančios genų raišką. miRNR raiška keičiasi 

esant vėžiniams susirgimams, širdies sutrikimams, virškinimo sistemos ir 

neurologinėms ligoms. miRNR turi didelį potencialią pritaikymui klinikoje, 

nes yra gana lengvai detektuojamos žmogaus audiniuose. Taip pat miRNR 

gali patekti į kūno skysčius (kraujo plazmą, serumą, šlapimą), kuriuose 

išlieka stabili. Taigi, nustačius miRNR pokyčius ne tik galima identifikuoti 

ligos vystymosi mechanizmą, taip pat miRNR gali būti panaudotos kaip 

biožymenys ligų diagnostikai naudojant audinius ir kraujo plazmą ar serumą. 

Žinoma, kad miRNR raiška keičiasi krūtinės kylančiosios aortos audiniuose ir 

kraujo plazmoje, išsivysčius aneurizmai. Iki šiol turime mažai žinių, kodėl ir 

kaip atsitiktinė krūtinės kylančiosios aortos aneurizma (KAA) išsivysto. Nors 

tik visumine sekoskaita gali būti identifikuojamos naujos su KAA atsiradimu 

susietos miRNR, miRNR sekoskaitos tyrimai iki šiol nebuvo atlikti. Taip pat 

buvo nustatyta, kad miRNR gali bręsti alternatyviu brendimo keliu, kai 

miRNR yra sutinkama segtuką formuojančiuose intronuose, mirtronuose, 

kuriuos kerpa splaisosoma. Mirtronai gali būti  skirstomi į keturius tipus - 

standartinius mirtronus, 5‘ tipo mirtronus, 3‘ tipo mirtronus ir 5‘-3‘ tipo 

mirtronus. Nors bioinformatiškai žinduoliuose nustatyta beveik 1000 

potencialių mirtroninių miRNR sekų, tačiau eksperimentiškai nustatyta, kad 

tik kelių mirtroninių miRNR brendimas tikrai priklauso nuo splaisingo. Be to, 

mirtroninių miRNR reikšmė biologiniuose procesuose buvo tirta itin mažai. 

Todėl buvo svarbu išsiaiškinti, ar mirtroninės miRNR yra susijusios su 

procesais vėžinėse ląstelėse.  

 Taigi, šios disertacijos tikslas buvo visumine sekoskaita nustatyti 

miRNR raiškos pokyčius krūtinės kylančiosios aortos audiniuose ir kraujo 

plazmoje, susiformavus aneurizmai, ir nustatyti kaip miRNR gali įtakoti KAA 

vystymąsi. Taip pat eksperimentiškai įrodžius mirtroninių miRNR brendimo 

priklausomybę nuo splaisingo, identifikuoti tokių miRNR raišką virškinimo 

sistemos vėžinėse ląstelėse ir navikuose. 

 Taigi, visumine sekoskaita identifikavome miRNR profilio pokyčius 

žmogaus kylančiosios aortos audiniuose bei kraujo plazmoje, susiformavus 

aneurizmai. Toliau nustatėme, kad miRNR, kurių raiška pakinta, esant KAA, 

į kraujo plazmą patenka ne iš KAA audinio. Taip pat identifikavome, kad 

miRNR raiška KAA audiniuose gali priklausyti nuo paciento lyties. Be to, 

parodėme, kad miRNR kiekio pokyčiai KAA audiniuose gali įtakoti TGF-β 
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signalinio kelio pokyčius bei dalies kraujagyslių lygiųjų raumens ląstelių 

diferenciacijos stadiją – dėl dalyje ląstelių išaugusios transkripcijos veiksnio 

KLF4 raiškos, daugiau ląstelių nei sveikuose audiniuose pasižymi sintetiniu 

fenotipu. 

 Toliau nustatėme, kad tik dalies bioinformatiškai nustatytų mirtronų 

brendimas priklauso nuo splaisingo. Parodėme, kad sutinkamas 

standartiniuose mirtronuose miR-1227-3p, miR-1229-3p ir miR-1236-3p 

brendimo metu tikrai kerpa spaisosoma ir šios naujai įrodytos miRNR gali 

būti priskirtos mirtroninių miRNR tipui. Taip pat identifikavome, kad 

splaisingo veiksnys SRSF1 ir SRSF2 skatina mirtroninių miRNR brendimą 

storosios žarnos HCT116 vėžinėse ląstelėse. Be to nustatėme, kad mirtroninių 

miRNR raiška yra skirtinga virškinimo sistemos vėžinėse ląstelėse, lyginant 

su su nevėžine HEK293A ląstelių linija, bei virškinimo sistemos navikuose, 

lyginant su sveikais audiniais. Taigi vieni iš pirmųjų parodėme, kad 

mirtroninės miRNR gali būti susijusios su vėžiniais procesais bei turi 

potencialą būti naudojamos kaip biožymenys vėžio diagnostikai.   
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PADĖKA  

Iš visos širdies dėkoju savo disertacijos vadovui prof. dr. Giedriui 

Vilkaičiui už pasiūlytą doktorantūros temą ir priėmimą į savo komandą. 

Dėkoju už visas eksperimentines bei mokslo žinias kuriomis dalinosi, už 

galimybę augti ir tobulėti. Už galimybę dalyvauti LMT projektuose, dirbti su 

pažangiausiomis technologijomis ir įgyti daug vertingos patirties ne tik 

eksperimentinėje dalyje, bet ir bendradarbiaujant su skirtingomis darbo 

grupėmis. Dėkoju už pasitikėjimą, už mano žinių vertinimą, už padrąsinimą, 

už tai, kad kritinėse situacijose buvau išgirsta. Taip pat dėkoju už situacijas 

per kurias užaugo mano pasitikėjimas savimi ir ramesnis požiūris į darbo eigą. 

Didžiausias ačiū.  

 Dėkoju laboratorijos vedėjui prof. habil. dr. Sauliui Klimašauskui už 

galimybę dirbti vienoje geriausių Lietuvos laboratorijų.  

Dėkoju dr. Vaidotui Stankevičiui už eksperimentinius patarimus, už 

pagalbą juos vykdant, už bendradarbavimą. Taip pat ačiū už visą šilumą ir 

palaikymą darbo metu.  

Ačiū studentams Laurynui Čiupui ir Ignui Maželiui, už pagalbą 

eksperimentuose ir ruošiant straipsnius. Už galimybę mokytis kaip būti gera 

vadove. Ir galimybę suprasti, kad vadovauti nėra taip paprasta.  

Taip pat ačiū dr. Arvydo Kanopkos ir prof. habil. dr. Vaivos Lesauskaitės 

grupių nariams už bendradarbiavimą. Dėkoju „Thermo Fisher Scientific 

Baltics“ už galimybę naudotis Illumina Miseq sekoskaitos aparatu. Žanai 

Kapustinai – už visas pasidalintas žinias ir pagalbą vykdant visuminę 

sekoskaitą.  

Ačiū visiems laboratorijos nariams, kurie mane palaikė.  

Taip pat dėkoju Dainai Kremensienei, Renatai Bružaitei, Aidai 

Vitkevičienei, Edvinui Ručinskui, Laurai Lukšaitei, Vitalijai Butkytei ir 

Justinai Kazokaitei už buvimą šalia visose krizėse ir džiaugsmuose. 

Ačiū Tėvams už tai, kad skatino ir padėjo siekti mokslo aukštumų. Kad 

suteikė pagrindą, nuo kurio galėjau kilti aukštyn.  

Ir iš paties širdies giliausių gelmių sakau ačiū savo gyvenimo vyrui 

Alvydui ir doktorantūros metu gimusiam sūnui Žygimantui, kurie 

besąlygiškai visada buvo su manimi. Kurie yra didžiausi mano gyvenimo 

mokytojai. Kurie mane palaiko, tiki ir myli visada, nepaisant pasiekimų. Jūs 

man visada būsite patys brangiausi.  
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