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SANTRUMPOS

A549 — zmogaus adenokarcinomos alveoliy bazalinio epitelio 1asteliy linija

CCL2 — CC chemokino ligando 2 genas (angl. C-C Chemokine Ligand 2)

CCL2 (MCP-1) — CC chemokino ligandas 2 (angl. C-C Chemokine Ligand 2) arba monocitus
pritraukiantis baltymas 1 (angl. Monocyte-Chemoattractant Protein-1)

DAMPs — su pazaidomis susijusios molekulés, kurias i$skiria Seimininko organizmas (angl.
Damage-Associated Molecular Patterns)

ELAM — E-selektino genas, dar zinomas kaip endotelio-leukocity adhezijos molekulés 1 genas
(angl. Endothelial-Leukocyte Adhesion Molecule 1)

EMT - epitelinis-mezenchiminis Igstelés virsmas (angl. Epithelial-Mesenchymal Transition)
FACS — tekmés citometrija (angl. Fluorescence-activated cell sorting)

FBS — verselio embriono serumas (angl. Fetal Bovine Serum)

GFP (ZFB) — zaliai fluorescuojantis baltymas (angl. Green Fluorescent Protein)

HCT 116 — Zmogaus storosios Zarnos karcinomos lasteliy linija

HEK293T — Zmogaus embrioniniy inksty 293 Igsteliy linija, ekspresuojanti SV40 T antigena
IkB — baltymy Seima, kuri slopina NF-«xB veiksnius (angl. NF-xB Inhibitor)

IkBa (NFKBIA) — kinaze kappa B alfa, priklauso IkB kinazéms, inaktyvuoja NF-xB
veiksnius (angl. NF-xB Inhibitor alpha)

IFN-y — interferonas y

IgE — imunoglobulinas E

IKK — kinazes I kappa B kompleksas, kuris inaktyvuoja NF-kB veiksnius

IL — interleukinas (angl. Interleukin)

YFP — geltonas fluorescuojantis baltymas (angl. Yellow Fluorescent Protein)

JS — jonizuojanti spinduliuoté

LPS — lipopolisacharidai (angl. Lipopolysaccharides)

MMPs — tarplastelinio uzpildo metaloproteinazes (angl. Matrix Metalloproteinases)

NF-kB — branduolio veiksnys kB (angl. Nuclear Factor-kB)

NK — natiiralioji zudiké, imuninés sistemos lastelé (angl. Natural Killer)

OD600 — optinis tankis, matuojamas ties 600 nm bangos ilgiu (angl. Optical Density)

p100 — NF-kB veiksnius inaktyvinantis baltymas

p53 (TP53) — navika slopinancio geno baltymas 53

PAMPs — molekulés, kurios sukelia imuninj atsaka (angl. Pathogen-Associated Molecular

Patterns)



PRRs — patogeny molekules atpazjstantys receptoriai (angl. Pattern-Recognition Receptors)
RE — restrikcijos endonukleaze

ROS - reaktyvios deguonies formos (angl. Reactive Oxygen Species)

shDNR — trumpa plauky segtuko struktiiros DNR (angl. short hairpin DNA)

TAMs — su naviku susij¢ makrofagai (angl. Tumor Associated Macrophages)

TLR — i Toll geno koduojama baltymg panasiis receptoriai (angl. 7oll-Like Receptor)

TLR4 — TLR Seimai priklausantis receptorius 4 (angl. Toll-Like Receptor 4)

TNF-a — naviko nekrozés veiksnys a (angl. Tumor Necrosis Factor )

TP53 — navika slopinantis genas (angl. Tumor Protein 53)

TPA (arba PMA) — 12-O-tetradekanoilforbol-13-acetatas (angl. /2-O-Tetradecanoylphorbol-
13-Acetate)



IVADAS

NF-«B veiksniai atlieka svarby vaidmenj jvairiuose fiziologiniuose procesuose:
imuninio atsako ir uzdegimo mechanizmuose, organizmo vystymesi, lasteliy dalijimesi,
iSgyvenime, apoptozéje ir kt. (Kuri et al., 2017). NF-kB signalinio kelio aktyvacija sukelia
mikrobings ar virusinés infekcijos, poveikis mitogenais, uzdegima skatinantys citokinai. Sio
kelio metu yra paskatinama jvairiy geny transkripcija, tame tarpe ir citokiny bei jy receptoriy
(EI-Guendy, Sinai, 2008).

Sutrikdytas NF-kB kelias yra siejamas su jvairiomis ligomis: véZiniais susirgimais,
autoimuninémis ligomis, nuolatiniu uzdegimu, neurologinémis ligomis ir kt. (Zeuner et al.,
2017; Kuri et al., 2017). Tiriant NF-kB veiksniy raiska ir jy kelia, galima issiaiskinti, kaip
vyksta NF-kB aktyvacija patologiniuose procesuose, tokie tyrimai gali padéti uzdegiminiy
ligy ir kity patologijy gydyme (Badr et al., 2009; Afonina et al., 2017). NF-kB kelias yra ir
vienas i§ vaisty taikiniy véZziniy susirgimy terapijoje. Yra tiriami jvairiis NF-xB kelio
slopikliai ir jy paklausa tik did¢ja.

Daznai naujy vaistiniy medziagy tyrimams naudojamos reporterinés sistemos (EI-
Guendy, Sinai, 2008). NF-kB kelio veikla stebima véziniy lasteliy modelinése sistemose, i
kurias jvedamos NF-«kB atsako reporterinés sistemos, naudojant nevirusinius vektorius
(Osorio et al., 2013). Naudojamos biitent nevirusinés sistemos, kadangi virusinés sistemos turi
tam tikras dalis, kurios gali sukelti imuninés sistemos atsaka (Shirley et al., 2020). NF-xB
atsako reporterinés sistemos yra kaip jrankis, kuris leidzia stebéti NF-xB kelio aktyvumga tiek
in vitro, tiek ir in vivo (Badr et al., 2009). Sj jrankj galima naudoti ir organizmo vystymosi
tyrimams (pvz., Danio rerio), NF-xB kelio atsako i uzdegiminius stimulus stebéjimui (Kuri et
al., 2017).

Siame darbe buvo sukurtos NF-kB reporterinés sistemos ir atliktas jy efektyvumo
tikrinimas. NF-kB reporterinés sistemos buvo sukurtos endogeninio CCL2 promotoriaus ir
ELAM promotoriaus pagrindu, panaudojant NF-kB atsako elementus ir ZFB reporterinj gena.
7FB raiska buvo paveikiama NF-kB kelig stimuliuojanéiais endotoksinais —
lipopolisacharidais (LPS). ZFB gaminamas, tik jei veikia NF-kB kelias, $io baltymo kiekis
priklauso nuo NF-kB kelio intensyvumo (El-Guendy, Sinai, 2008). ZFB yra daznai
naudojamas kaip reporterinis genas, jo raiskg lgsteléje galima stebéti tiesiogiai ir laikui

bégant, pasitelkus fluorescencinés mikroskopijos metoda. Sukurtos NF-kB reporterinés



sistemos galéty biiti panaudotos naujy priesvézinés terapijos priemoniy ir budy

veiksmingumo vertinimo tyrimuose.

Darbo tikslas: sukurti NF-kB reporterines sistemas ir istirti jy efektyvuma, jas

transfekuojant | HEK293T, A549, HCT 116, HCT 1167?3933 ir HCT 116 shK lasteliy linijas.

Darbo uzdaviniai:

1.

PGR metodu amplifikuoti CCL2 ir ELAM promotoriy sekas ir jas iklonuoti |
bepromotorinj pAcGFP1-1 vektoriy.

Transformuoti sukurtas reporterines sistemas j kompetentines Escherichia coli
lasteles.

Patikrinti CCL2 ir ELAM promotoriy pagrindu sukurty konstrukty struktiirg
restrikcijos endonukleaziy pagalba.

Transfekuoti HEK293T ir A549 lasteliy linijas sukurtais vektoriniais NF-xB
konstruktais.

Ivertinti NF-xB reporteriniy sistemy efektyvuma transfekuotuose HEK293T ir A549
lastelése, indukuojant lipopolisacharidais (LPS) NF-«B atsaka.

Istirti NF-kB sistemy aktyvinimo priklausomybe¢ nuo p53 funkcionalumo po

jonizuojanciosios spinduliuotés poveikio.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 NF«B veiksniai, signalinis kelias ir jo reikSmé

Branduolio veiksniai kB (angl. Nuclear Factor-xB, NF-kB) priklauso Rel homologinj
domeng turinciai baltymy Seimai, kuri valdo daugybe¢ geny, susijusiy su jvairiais imuniniais ir
uzdegimo procesais (Liu et al., 2018; Invivogen, 2020). Nors NF-kB veiksniai buvo atrasti
pries daugiau nei 25 m., taciau jy funkcijy jvairové vis dar kelia klausimus, kaip keleto
veiksniy rinkinys gali sukelti tokius daugybinius atsakus (Babini et al., 2015). NF-kB yra
susij¢ su visomis uzdegiminés reakcijos stadijomis. Jie gauna informacija apie patogeny
buvimg lagstelés aplinkoje per PAMPs (angl. Pathogen-Associated Molecular Patterns)
receptorius ar per pazeistas, mirstancias Iasteles, kurios i$skiria su pazaidomis susijusias
DAMPs (angl. Damage-Associated Molecular Pattern) molekules. NF-kB toliau skatina
uzdegimines reakcijas, stimulivodami citokiny ir chemokiny gamyba, kurie tada pritraukia
imunines lasteles j pazeidimo ar infekcijos vieta. Sie veiksniai taip pat skatina lasteliy
savigyna, nes padidina antiapoptotiniy veiksniy, molekuliy, apsauganciy nuo ROS, gamyba.
NF-kB valdo ir augimo, angiogeniniy veiksniy raiska, kad biity galima po uzdegimo atstatyti
audiniy vientisuma (Gudkov et al., 2011). Dar NF-kB kelias valdo imuniniy lgsteliy veikima,
diferenciacijg ir aktyvavima (Kaltschmidt et al., 2019; Liu et al., 2018) (1.1 pav.).

T lastelé Makrofagas
@ e | @ e |
X Aktyvacija ® M1 poliarizacija °' vos, ’
Atminties e
Dendritiné Iastelé — \ / Neutrofilas
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geny indukcija Antiapoptozé

Brendimas RORyt
\ / Telkimas
Antiapoptotiniai veiksniai Adhezijos molekulés

Fas, BCL-2, c-FLIP, Kaspaze, - # |CAM-1, VCAM-1, ECAM-1,
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Lastelés ciklo rgg_uliatorial Chemokinai
Bcl-2L1, PAI2, Ciklinas Citokinai MCP-1,1L-18, RANTES,
IL-11L-2. IL-6. IL-8 MIP-2, CXCL1, CXCL10
IL-12, TNF-a Adhezija
/ * \ ‘ Invazija
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1.1
funkcijomis. Sie veiksniai be uzdegiminiy procesy taip pat kontroliuoja lastelés dalijimasi,
apoptoze, diferenciacija, morfogenezg, imuniniy lasteliy brendima, aktyvacija, iSgyvenima, jy
telkima ] tam tikras vietas (Liu et al., 2017)



Siy veiksniy Seima sudaro penki struktiiriskai giminingi nariai: NF-xB1 (p50, koduoja
NFKBI genas), NF-kB2 (p52, koduoja NFKB?2), RelA (p65), RelB ir RelC. Jie sudaro homo-
ar hetero- dimerus (Liu et al., 2018). Gali suformuoti iki 15 skirtingy transkripcijos veiksniy
(Thoma et al., 2018). Geriausiai zinomas yra p50 ir RelA NF-kB kompleksas. RelA taip pat
dar gali jungtis ir su p52. NF-kB skatina tam tikry geny raiska, kurie susij¢ su jgimtu ir igytu
imuniniu atsaku. Sie veiksniai prisijungia prie specifinio DNR elemento — kB stipriklio (ang.
enhanser) (Kuri et al., 2017; Jutz et al., 2017; Liu et al., 2018; Invivogen, 2020). NF-kB
veiksniai taip pat jungiasi ir prie savo slopiklio geno, taip skatindami neigiama grjztamaji
cikla (Babini et al., 2015). Sie veiksniai pirma rasti zmogaus B lastelése, ta¢iau véliau
nustatyta, kad jie yra ekspresuojami ir visy gyviny karalystés atstovy lastelése. Nustatyta, kad
NF-«B ekspresuojami visose zmogaus lastelése (Briicher et al., 2019). NF-kB gali jungtis prie
daugybés geny, taciau tai priklauso nuo lastelés tipo. Pavyzdziui, Zinoma, kad
vienbranduolinése mieloidinése lastelése jie reguliuoja citokiny (kaip IL-6, IL-8, IL-1, TNF-
a), chemokiny (kaip CCL2), jvairiy transkripcijos veiksniy, antimikrobiniy baltymy,
interferono stimuliuojamy geny raiska; sanariy lastelése irgi aktyvuojami panasis citokinai
(IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-8), veiksnys RANKL, kuris su IL-8 skatina traplastelinio uzpildo
metaloproteinaziy (angl. Matrix Metalloproteinases, MMPs) ir tuo paciu NF-kB veiksniy
gamyba (Dorrington, Frazer, 2019; Huang, Kraus, 2016). Nenormali NF-xB veiksniy
aktyvacija taip pat, kaip ir nekontroliuojama uzdegimin¢ reakcija, gali nulemti jvairias
autoimunines, uzdegimines ligas, vézio iSsivystyma ir progresavimg, neurologines ligas (pvz.,
Alzheimerio ligg) ir kt. NF-«kB kelio tyrimai gali padéti geriau suprasti organizme vykstancias
uzdegimines reakcijas ir prisidéti prie uzdegiminiy ligy gydymo (Zeuner et al., 2017; Park,

Hong, 2016).

1.1.1 NF«B valdymas, kanoninis ir nekanoninis signalinis kelias

NF-kB baltymai yra kontroliuojami citoplazmoje jy baltymy-slopikliy, kurie priklauso
IkB (pvz.: IxkBa, IxBp, BcL-3) Seimai arba jiems giminingiems baltymams, turintiems
ankyrino (angl. ankyrin) pasikartojimus (Liu et al., 2017). Ankyrino pasikartojimai vieni i$
dazniausiy pasikartojimy baltymuose, sudaryti i§ 30-34 aminortigs¢iy, funkcionuoja kaip
tarpininkas tarp baltymy saveiky (Li et al., 2006). Geriausiai Zinomas NF-«B slopiklis yra
IkBa (angl. NF-&B inhibitor alpha), dar zinomas kaip NFKBIA. NF-kB baltymy pirmtakai

(pvz.: pl100, p105) taip pat veikia kaip NF-xB baltymy slopikliai, kadangi jie turi C



terminaling strukttira, kuri primena IxB struktiirg. NF-xB aktyvacija apima du signalinius
kelius — kanoninj (klasikinj) ir nekanoninj (alternatyvyji) kelia. Jie reguliuoja imuninj,
uzdegiminj, streso atsaka, nulemia, ar lastelé iSgyvens (Liu at al., 2018; Abraham et al.,
2019). NF-«kB kelig gali aktyvuoti daugiau nei 150 skirtingy stimuly (Correa et al., 2004).

Kanoninj NF-kB kelig gali stimuliuoti jvairiis ligandai, pavyzdziui: LPS, naviko
nekrozés veiksnys TNF-a, interleukinas IL-1; taip pat uzdegiminj signalg sukelia PAMPs
DAMPs, B Iasteliy mitogenai, virusy baltymai, oksidacinis stresas ir kt. (Khongthong et al.,
2019; Manjunatha et al., 2020). Signalinés molekulés jungiasi prie citokiny receptoriy, prie
patogeny molekules atpazjstanciy receptoriy (angl. Pattern-Recognition Receptors, PRRs),
TNF receptoriy, T lasteliy ir B lasteliy receptoriy (Liu et al., 2017). NF-kB veiksniai taip pat
gali biiti aktyvuojami ir per augimo veiksniy (pvz., EGFR) receptorius. PRRs receptorius,
kurie aktyvuoja NF-kB, sudaro: IL-1R, TLR Seimos atstovai — TLR3, TLR4, TLR7 (Pires et
al., 2018; Nakatsumi et al., 2017). Signalo perdavimo pavyzdys — prisijungus LPS prie TRL4
receptoriaus, jis pritraukia MYD88, TRIF per Mal ir TRAM baltymus. Tada aktyvuojamas
IKK kompleksas, o $is iSlaisvina NF-kB veiksnius, kurie keliauja j branduolj ir skatina jvairiy
geny raiskg. MYDS8S ir TRIF baltymai paciu metu dar gali aktyvinti ir MAPK/API,
TKBI1/IRF3 signalinius kelius (Fu et al., 2020).

Pagrindinis kanoninio NF-kB kelio paskatinimo mechanizmas - IkBa skaidymas. Jis
vyksta, kai IxB kinazés kompleksas (IKK) fosforilina IxBa., kad is baty suskaidytas. Sis
kompleksas yra sudarytas i§ dviejy katalitiniy daliy: vieng sudaro IKKa ir IKK, kitg — IKKy
(NEMO) reguliacinis subvienetas (Xia et al., 2018). IKK gali biiti valdomi jvairiy stimuly,
pvz.: citokiny, augimo veiksniy, mitogeny, mikroorganizmy sudétiniy daliy ir kt. stresa
sukelian¢iy dariniy. Proteosomos pagalba suskaidzius IkBa., skatinamas kanoniniy NF-kB
veiksniy (pvz., p5S0/RelA ir p5S0/RelC) translokavimas i§ citoplazmos i branduolj (Liu et al.,
2017). NF-kB kompleksai branduolyje jungiasi prie kB sri¢iy (5'-GGGRNNYYCC-3', kur R
— purinas, Y — pirimidinas, N — bet koks nukleotidas) (Pires et al., 2018). Tac¢iau jungimosi
afiniSkumas prie jvairiy kB sri¢iy skiriasi, nes kiekvienai biidingas tam tikras specifiSkumas ir
funkcija (Siggers et al., 2012). Sios sritys yra biidingos NF-kB geny-taikiniy promotoriams.
Branduolio veiksniai kB gali jungtis su kitais transkripcijos veiksniais, pavyzdziui: AP-1 (c-
Jun/cFos kompleksu), chromatino struktiirg keicianciais baltymais (CBP, p300) ir kitais
veiksniais. Sgveikos su jvairias transkripcijos veiksniais gali keisti NF-kB geb¢jima jungtis

prie jy atsako promotoriy ir taip reguliuoti geny-taikiniy raiska (Pires et al., 2018).



Nekanoninis NF-kB kelias aktyvuojamas per mazos grupés stimuliatoriy receptorius:
LTPR, BAFFR, CD40 ir RANK. Siam keliui néra bidingas IkBa. suskaidymas, bet §iuo
atveju yra veikiamas p100 baltymas. Pagrindiné nekanoninio kelio molekulé yra NF-«xB kelia
skatinanti kinaz¢ NIK (angl. NF-kB-inducing kinase). Ji kooperuojasi su IKKa, aktyvina §j
kompleksa, kad bty pradétas p100 suskaidymas. D¢l to gali buti subrandinamas p52
baltymas ir perkeltas j branduoli p52/RelB kompleksas. Kanoninis NF-kB kelias yra
jjungiamas visais imuninio atsako atvejais, o nekanoninis kelias veikia kaip pagalbiné
kanoninio kelio atSaka, vykstant organizmo vystymosi procesams ar kai yra reguliuojama
adaptyvi imuniné sistema (Liu et al., 2017). Iprastai kanoninis kelias labai greitai jjungiamas

ir yra trumpalaikis, o nekanoninis iSlieka aktyvus ilgesniam laikotarpiui (Sanchez-Maldonado

et al., 2020) (1.2 pav.).
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1.2 pav. NF-kB kanoninis (arba klasikinis) ir nekanoninis (arba alternatyvusis) signaliniai
keliai. A — Kanoninis yra aktyvuojamas uzdegiminiy citokiny, bakterijos sienelés
komponenty, virusy ir kt. Tada IkB kinazés kompleksas fosforilina IxB, kuris yra paZymimas
suskaidymui, tokiu biidu iSlaisvinami p50 ir RelA(REL-A) NF-«xB veiksniai, kurie patenka j
branduolj. Nekanoninis kelias aktyvuojamas TNF Seimos nariy, ¢ia IkB kinazés kompleksas
pazymi p100 suskaidymui ir tokiu biidu paleidziamas p52 ir kartu su RelB (REL-B), jie tada
gali pradéti vykdyti geny transkripcija. B — p50 ir RelA kompleksas skatina tam tikry

uzdegiminiy, imuninio atsako ir su lgstelés iSgyvenimu susijusiy geny raiska (Karin, Greten,
2005)

1.1.2 NF«B ir imuninis atsakas
Uzdegiminé reakcija yra Seimininko atsakas j infekcijas, audinio pazeidimus. Jos metu

vyksta kraujagysliy iSsiplétimas, imuniniy Igsteliy, plazmos baltymy aktyvavimas, jie
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susitelkia ties uzdegimo, pazeidimo vieta. [prastai uzdegiminé reakcija yra naudinga
organizmui, nes tokiu biidu organizme yra iSsprendziama iskilusi problema. Taciau
iSreguliavus uzdegiminius kelius, gali buti sukelti dideli, ilgalaikiai audinio pazeidimai. NF-
kB kelias yra pagrindinis tarpininkas, kuris reguliuoja uzdegiminiy geny veikla, tiek jgyto,
tiek ir jgimto imuniteto Iastelése (Liu et al., 2017). Igyto imuniteto lgsteliy, kaip makrofagy ir
dendritiniy lasteliy, veikla yra priklausoma nuo NF-xB veiksniy, jy pagalba yra sekretuojami
citokinai. NF-«xB kelias yra svarbus jgyto imuniteto lasteliy — B ir T limfocity, neutrofily,
vystymuisi, jose yra skatinama i§gyvenimo ir brendimo veiksniy raiska. Branduolio veiksniai
kB padeda aktyvuoti ir skirtingas T CD24+ lasteles. Jie taip pat yra esminés dalys
formuojantis jgimtam imunitetui, NF-kB padeda diferencijuotis mieloidiniy lasteliy
pirmtakams, skatina GMCSF veiksnio signalo perdavimg. Sie veiksniai yra pagrindiniai
veikéjai citokiny ir chemokiny valdyme, padeda IgE aktyvuoti skirtingas mieloidines lasteles
(pvz.: eozinofilus ir putligsias lasteles). Skatina perforino ir IFN-y gamyba NK lastelése. Nors
NF-kB Zinomi kaip uzdegiminiy reakcijy sukéléjai, taciau, pvz., pS0 homodimerai neturi
transaktyvacijos domeno ir gali slopinti makrofaguose esanciy citokiny veikla (Pires et al.,

2018).

1.1.3 NF«B ir véZio vystymasis

Rysis tarp uzdegiminiy reakcijy, susijusiy su NF-«B veiksniais ir vézio atsiradimu, yra
jau seniai pastebétas (Yu et al., 2019). Pastovus uzdegiminio kelio jjungimas ir kitos
sutrikusio NF-kB kelio funkcijos yra siejamas su vézio vystymusi (Fusella et al., 2017).
Uzdegiminés reakcijos véZzio atsiradime atlieka svarby vaidmenj, net jei jo vystymesi néra
pastebimy uzdegimo zenkly (Taniguchi, Karin, 2018). Imuniné sistema navikus veikia
dvejopai. IS vienos pusés, uzdegima skatinanc¢iy molekuliy gamyba pastiprina vézio
vystymasi, progresavima, atsparumg gydymui. I$ kitos pusés, imunings sistemos paskirtis yra
veikti ir pries navikines lastelés — jas atpazinus sunaikinti (Collignon et al., 2018). Tikslus
uzdegiminiy reakcijy mechanizmas véZzio atveju néra nustatytas, taciau Zinoma keletas
varianty, kaip tai gali vykti. Vienas i$ jy, kad dél imuninio atsako susidariusios reaktyvios
deguonies formos ir kiti potencialiai kenksmingi tarpininkai gali sukelti Iasteliy genetinj
nestabiluma. Daznu véZio atveju yra aktyvuojami ir NF-kB veiksniai, kadangi jie yra esminiai
uzdegiminiy reakcijy skatintojai, naudingi véziniy lasteliy piktybéjimui (Pires et al., 2018).
NF-kB veiksniy ir vézio i$sivystymo tyrimai buvo pradéti vykdyti, kai nustatyta, kad vézio

atveju Sios Seimos nariai yra mutave (Xia et al., 2014). Pastebéta, kad NF-xB skatina
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antiapoptotiniy (pvz.: IAPs, BCL2 Seimos narius), augimo veiksniy (pvz., G-CSF) ekspresija,
lasteliy iSgyvenamuma, kas daznai lemia ir atsparumg vaistams (Pires et al., 2018, Tornatore
et al., 2014). Veikiant Siems veiksniams, lgsteléje yra aktyvinami genetiniai, epigenetiniai
pasikeitimai, EMT — epitelinis-mezenchiminis virsmas. Sie procesai nulemia greitesnj Igstelés
piktyb¢jima (Taniguchi, Karin, 2018). Taip pat pastoviis uzdegiminiai procesai gali pritraukti
uzdegima skatinancias ir reguliacines imuniteto lasteles, kurios tg problema spres
skatindamos lasteliy proliferacija ir angiogeneze. Tokiu budu bus apsaugotos vézinés lastelés
nuo imuniniy Igsteliy, kurios galéty jas nuzudyti, ir tuo paciu galés greic¢iau dalintis. Navikas
veiks kaip Zaizda, kuri niekad neuzgyja (Yoshimura, 2018). Siy veiksniy ekspresija susijusi su
daugeliu skirtingy vézio atvejy. Pvz.: NF-«xB jtaka yra nustatyta krities, kiauSidziy, prostatos,
plauciy, kepeny, skrandZio, Zarnyno véZziy atvejais, taip pat leukemijos, limfomos atvejais.
Branduolio veiksniy kB aktyvacija susijusi ir su visomis vézio stadijomis. NF-kB taip pat
skatina dalijimosi veiksniy raiska, kaip c-Myc ir ciklino D1, navikiniy lasteliy atsparuma
chemoterapijai, radioterapijai, slopina apoptoze (Pires et al., 2018; Yang et al., 2018,
Collignon et al., 2018; Taniguchi, Karin, 2018). Padidéjes NF-«kB veiksniy aktyvumas, lemia
didesnj citokiny ir kity uzdegima skatinan¢iy junginiy kaupimasi, sukuria vézio vystymuisi
draugiska aplinkg. Pavyzdziui, zmonés, kurie turi uzdegiming zarnyno liga, serga dazniau
storosios zarnos véziu. Taip yra, kadangi jy Zarnyne esancios imuninés lastelés daugiau
skatina NF-kB veiksniy veikla, o tuo paciu ir uzdegimines reakcijas, sudarydamos palankesne
terpe atsirasti pakitusioms lgsteléms (Xia et al., 2014).

NF-«B veiksniai atlieka svarby vaidmenj — jie prisideda ne tik prie vézio vystymosi,
patogenezes, bet ir prie metastazavimo (Yoshimura, 2018). NF-kB reguliuoja MMPs
ekspresija, EMT, kuris yra ankstyvas reiSkinys metastazavimo procese. EMT procesa
reguliuoja Twistl veiksnys. Nustatyta, kad jis yra vienas i§ NF-kB taikiniy krtties vézio
lastelése. Vézinése lastelése baltymas CSN2 prisideda prie NF-«kB aktyvacijos ir taip yra
paskatinama lgsteliy migracija ir invazija. Taip pat NF-xB skatina Igsteliy adhezijos
molekuliy gamyba, pvz.: selektiny, integriny. Jos yra svarbios vézinéms lgsteléms
metastazuojant | kitas organizmo vietas. Taigi, aktyvus NF-«kB kelias gali sudaryti palankia
terpe vézinéms lgsteléms jsitvirtinti i naujg vieta (Xia et al., 2014).

Mikroorganizmai — virusai ir bakterijos, irgi prisideda prie NF-xB aktyvacijos vézio
atvejuose. Ypac esant daznoms infekcijoms, organizme daugiau skatinamos ir uzdegimingés
reakcijos, kuriose dalyvauja NF-kB veiksniai. PavyzdZziui, manoma, kad Helicobacter pylori

— gramneigiama bakterija, per NF-xB kelig skatina uzdegiminio citokino IL-8 ekspresija, o Sis
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prisideda prie kancerogenezés. Taip pat nustatyta, kad EpStein-Barr virusas per NF-kB kelig
skatina limfomos atsiradimg (Pires et al., 2018; Yoshimura, 2018; Badr et al., 2009).

Taciau ne visuose organizmo vietose dél nuolatiniy uzdegimy gali iSsivystyti vézys.
Pastebima, kad dél uzdegiminiy reakcijy navikai dazniau atsiranda Zarnyne, kepenyse.
Manoma, kad nuolatinés infekcijos ir uzdegiminiai procesai yra atsakingi uz 15-20 % mirciy
nuo vézio pasauliniu mastu. Taigi, didelis skaiCius atvejy, kai NF-kB veiksniai prisideda prie
vézio vystymosi, lemia, kad Sie veiksniai yra potencialils terapiniai taikiniai (Taniguchi,

Karin, 2018).

1.1.4 Kitos NF-kB funkcijos

NF-«B kelias taip pat gali reguliuoti inflamasomy veikimg. Inflamasomos yra
daugiabaltyminiai vidiniai lgstelés kompleksai. Jie reaguoja | patogeninius mikroorgnizmus,
Jju darinius ir ] stresorius, kurie néra susije¢ su mikroorganizmais (pvz.: i molekules, kurios yra
susij¢ su nekrotinémis lgstelémis ar audiniy pazeidimais). Imflamasomos aktyvuoja
uzdegimines kaspazes. Kanoninés inflamasomos turi receptorius, prie kuriy jungiasi tam tikri
ligandai. Jy receptoriams priklauso NLR baltymy Seimos nariai, AIM2. Imflamasomos dar
turi ASC adaptorinj baltyma ir prokaspaze 1 (Liu et al., 2017). NF-«kB veiksniai kontroliuoja
NLR baltymy Seimai priklausan¢io NLRP3 baltymo ekspresijg. Po stimuliavimo stresoriais,
lastelé jdarbina NF-kB veiksnius, kurie skatina inflamasomos NLRP3 baltymo gamyba. Sis
tada veikia ASC baltyma, idarbinama prokaspazé 1, kuri verCiama i aktyvig kaspaze. Aktyvi
kaspaze 1 kerpa pro-IL-1b ir pro-IL-18 i aktyvias baltymy formas, tada Sie citokinai
pradedami sekretuoti ir taip toliau skatinamas uzdegimo procesas (Zhao et al., 2019).

Zinoma, kad NF-kB dalyvauja lastelés atsake j jonizuojanciosios spinduliuotés (JS)
sukeltas pazaidas. Jonizuojanti spinduliuoté sukelia DNR pazeidimus ir reaktyviy deguonies
formy susidaryma, aktyvina jvairiy lastelés signaliniy keliy kaskadas, tame tarpe ir imuninio
atsako. Yra tiriamas jonizuojancios spinduliuotés poveikis lastelei, kaip paveikia NF-xB
reguliacija, kelio dinamikg (Babini et al., 2015). Ne tik radioterapija, bet ir chemoterapija
paveikia NF-«xB kelig. Chemoterapijos metu irgi yra sukeliamos DNR pazaidos, genotoksinis
stresas, kuris i§Saukia imuninj atsakg. Tai gali paskatinti navikines lasteles iSvystyti atsparuma
gydymui, o po to ir pacio naviko atsinaujinimg (Taniguchi, Karin, 2018). Tokio pobiidzio
tyrimai gali padéti geriau suprasti, kas vyksta sveikuose audiniuose, kai jie yra paveikiami

radioterapija ar chemoterapija (Babini et al., 2015).
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Taip pat NF-«xB yra susij¢ su patogenezés procesais, vykstanciais daugelyje
uzdegiminiy ligy. Pavyzdziui: vyksta reumatoidinio artrito, uzdegiminés Zarnyno ligos,
daugybines sklerozés, aterosklerozes, sisteminés raudonosios vilkligés, pirmo tipo diabeto,
chroniSkos obstrukcinés plauciy ligos ir astmos atveju. Kadangi skiriasi stimulo pobiidis tarp
lasteliy, NF-kB vaidmuo tampa kompleksinis skirtingy Iasteliy ir ligy atveju gydyme (Liu et
al., 2017).

1.1.5 NF«B slopikliai

Kadangi NF-kB kelio iSreguliavimas prisideda prie nemazos dalies uzdegiminiy ligy,
nemazg potencialg gydyme turi terapijos, susijusios su taikymusi j NF-«kB kelig (Liu et al.,
2017). Vézines ligos atveju, NF-kB slopinimas galéty biiti naudinga terapiné strategija.
Naudojant NF-«B slopiklius, piktybinése lastelése bty paveikiamas jy iSgyvenimo
mechanizmas ir jos tapty jautresnés apoptoze skatinan¢ioms medziagoms, o uzdegiminése
lastelése slopikliai stabdyty augimo ir iSgyvenimo veiksniy gamyba (Karin, Greten, 2005).
Blokuojant NF-kB veikla, galima paskatinti ne tik apoptozg, bet ir nekroptoze (Verzella et al.,
2020). Yra zinomi jau sukurti jvairiis NF-kB kelio slopikliai. Pavyzdziui: IKK slopikliai,
kurie blokuoja IKK aktyvuma ir neleidzia vykti [kBa fosforilinimui; Zinomi antiuzdegiminiai
vaistai — aspirinas ir salicilatas, irgi geba blokuoti IKK; proteosomy slopikliai — velkadas ir
laktacistinas, blokuojantys IkBa suskaidyma proteosomoje; slopikliai (pvz., takrolimus), kurie
neleidzia vykti NF-kB veiksniy perkélimui i 1gstelés branduolj; vaistai (gliukokortikoidai,
PPAR agonistai), kurie sutrikdo NF-kB jungimosi prie DNR funkcijg (Liu et al., 2017). NF-
kB kelio slopiklis parthenolidas stabdo NF-kB, STAT3 veikla, taip pat sumazina TLR4
gamybga. Slopina naviko vystymasi kriities, skrandzio, prostatos ir storosios Zarnos vézio
atvejais (Fu et al., 2020). Taciau yra tyrimy, kurie rodo, kad globalus NF-«kB kelio stabdymas
gali sukelti ir stiprius Salutinius padarinius. D¢l to yra svarbu geriau suprasti, kaip vyksta NF-
kB kelio mechanizmas jvairiy ligy atveju, kad galima bty sukurti atitinkamus, pagal ligos

pobidi, terapinius agentus (Liu et al., 2017).

1.2 pS3 ir jo sasaja su NF-kB veiksniais

TP53 yra navikg slopinantis genas. Jo funkcijos, i§ esmés, apima Igstelés atsako i stresa
reguliavima. p53 reaguoja j dvigrandes DNR pazaidas, dél to yra vadinamas ,,genomo sargu*.
Jis yra vienas i§ dazniausiai mutuojanciy geny navikinése lastelése, prisideda prie vézio

vystymosi (Hafner at al., 2019, Liu at al., 2009). Gena gali inaktyvuoti jame atsiradusios
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mutacijos, jis taip pat gali buti inaktyvuotas dél signalinio kelio sutrikimo, kuriame jis pats ir
dalyvauja. [vairiy naviky atveju p53 gali biiti iSveiklinamas padidinus jo slopikliy — MDM?2 ir
MDM4, raiska, bei sumazinus ARF (dar kitaip p14) raiSka. ARF yra MDM2 slopiklis, jis
neleidzia vykti p53 suskaidymui, taip ji stabilizuodamas. Pastebéta, kad atkiirus navikinése
lastelése p53 veikima, gaunamas efektyvus prieSvézinis poveikis. p53 veikia kaip
transkripcijos veiksnys. Ji aktyvuoja DNR pazaidos, hipoksija, onkogeny aktyvacija,
ribosomy stresas. pS3 gali stabdyti lastelés ciklag (pvz., per p21 baltymo gamyba), skatinti
DNR pazaidy iStaisyma, lastelés programuota mirtj — apoptoze (tas gali vykti per, pvz.: BAX,
PUMA, NOXA gamyba), sen¢jima, augimo slopinimg ir metabolinius pakitimus (1.3 pav.)
Taip pat reguliuoja tokius organizmo procesus kaip kamieniniy lgsteliy biiseng, vystymasi,
audiniy homeostaze¢. Nesant aktyvaus p53, vyksta kamieniniy lasteliy homeostazés
iSreguliavimas, metabolizmo, autofagijos, angiogenezes, migracijos ir invazijos sutrikimai.
Sie pakytimai yra svarbi vézio vystymosi dalis (Liu at al., 2009; Brown et al., 2009; Cui, Guo,
2016; Gudkov et al., 2011).

DNR trakiai Jonizacija UV, stresas Onkogenai

l ! |
/: . Proteosoma
— = ke

Augimo Apoptozé Angiogenezés| | Transliacija
stabdymas | | Scotin PERP prevencija Sestrin 1
or :
GADD45 EAS BAX Maspin BNR reparacild reparacij
14-3-3c BAI
BBC3 LRDD RRM2B
RPRM
TP53I13 STI13
\ Y J \ ~ J
Netranskripciniai Pasroviui signalizavimas: taikininio geno transkripcija

aktyvumai

1.3 pav. p53 kelias ir jo funkcijos. Sis baltymas yra sudétingo biologiniy saveiky tinklo
centre, nulemia ar lastelé iSgyvens, ar mirs. Reaguoja i DNR trikiy, UV Sviesos, onkogeny
sukeltus lagstelés signalus, veikia lgstelés augimo, apoptozes, angiogenezés, DNR reparacijos
ir kt. procesus (Brown et al., 2009)

Iprastomis salygomis p53 yra palaikomas mazais kiekiais E3 ubikvitino ligazés MDM?2
ir jam talkinan¢io MDM4 baltymo pagalba. Sie baltymai ubikvitilindami pazymi p53, kuris
po to yra skaidomas proteosomoje. Esant stresinéms saglygoms, MDM2-MDM4 komplekso
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veikla yra blokuojama fosforilinant ARF baltymui. Tada laisvas p53 yra aktyvinamas ji
fosforilinant (tai atliecka ATM ir ATR, ir/arba ChK1/2). Taip yra stabilizuojama Sio baltymo
struktiira. Kadangi p53 nebesijungia su MDM2, jis pradeda lasteléje kauptis. Vis daugiau $io
baltymo ima jungtis prie tam tikry DNR sric¢iy. I[domu tai, kad MDM2 baltymo genas taip pat
yra ir p53 transkripcijos taikinys. Taigi, tokiu neigiamo griztamojo atsako biidu vyksta ir
paties p53 baltymo reguliacija (Hafner et al., 2019; Brown et al., 2009). p53 taip pat turi
svarby vaidmenj uzdegiminése, imuninése reakcijose. Jis gali reguliuoti TLR baltymy Seimos
atstovus ir paskatinti nuo TLR priklausomy citokiny raiska. Taciau panasu, kad toks TLR
valdymas, priklausomas nuo p53, biidingas tik zmogaus lasteléms. Pvz., pelése TLR
promotoriy regionai néra tokie konservatyvis, jie yra reguliuojami ir kity veiksniy.

p53 ir NF-«xB aktyvavimo procesai yra panasiis. Abiem biidingas Siy veiksniy slopikliy
suskaidymas, kuris yra skatinamas streso signaly. Streso metu MDM?2 yra modifikuojamas ir
nebegali jungtis su p53. Taip stabilizuotas p53 gali persikelti j 1astelés branduolj. Tuo tarpu
esant stimului, NF-kB veiksniai, kurie jprastai dél sgveikos su IxB laikomi citoplazmoje, yra
paleidziami keliauti j branduolj ir vykdyti transkripcija. O IxB, vykdant modifikacijg IKK
komplekso pagalba, yra siunc¢iamas suskaidymui. Taigi, abiejy tipy veiksniai keliauja i
branduolj, kur stimuliuoja savo geny-taikiniy raiska. Taip pat jie yra daznai iSreguliuojami
veézio atvejais. Nors Sie transkripcijos veiksniai yra jdarbinami esant panaSiems stimulams,
taciau biologinés pasekmes Igstelei, i§ esmés, yra skirtingos. NF- kB yra susije su lastelés
iSgyvenimu ir augimu, o p53 su ciklo stabdymo, sené¢jimo ir apoptozes skatinimu (Lowe at
al., 2014; Gudkov et al., 2011). Aktyvuoti p53 ir NF-kB veiksniai taip pat skatina geny, kuriy
produktai veikia prie§ juos antagonistiskai, transkripcija. Sudaromos neigiamo grjztamojo
rysio kilpos, kurios efektyviai kontroliuoja procesy stabdyma, paversdamos juos laikinais ir
osciliuojanciais (Cui, Guo, 2016). Nors Sie veiksniai veikia kaip antagonistai vienas kito
atzvilgiu, yra atvejy, kai jie veikia ir kartu (Lowe at al., 2014).

Pastebéta, kad vézinése lastelése tarp p53 baltymo ir NF-«xB veiksniy yra dvipusis
reguliacinis rySys. Jose Sie transkripcijos veiksniai i§ dalies atlieka prieSingas funkcijas: NF-
kB skatina uzdegiming reakcija, slopina apoptozg, tuo tarpu p53 skatina Igstelés ciklo
stabdymag ir taip pat aktyvina apoptozés mechanizmg. Nustatyta, kad NF-xB slopina p53
transkripcinj aktyvuma, o tai yra vienas pagrindiniy mechanizmy, kuris siejasi su vézio
iSsivystymu. Pavyzdziui, viena i§ NF-kB Seimos molekuliy — Bel-3, reguliuoja MDM2 raiska,
taip slopindama p53. Kitas NF-kB subvienetas — p52, gali jungtis prie p21 geno promotoriaus
(kuris taip pat yra p53 taikinys) ir stabdyti p53 vykdoma to geno transkripcija. O kaip p53
reguliuoja NF-kB veikimg kol kas néra iki galo aisku. Tikétina, kad p53 paskatina [kBa
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raiSka ir taip sumazina NF-kB veiksniy aktyvuma. Taip pat jis gali slopinti IKK veikla, o tuo
paciu ir NF-kB aktyvavima, apriboja CBP ir p300 baltymy jungimasi su NF-«kB ir sumazina
tam tikry NF-xB geny-taikiniy raiSka (Liu at al, 2009). Kituose moksliniuose tyrimuose
teigiama, kad p53 gali inaktyvuoti NF-kB kelig tiesiogiai jungdamasis prie NF-xB subvieneto
p65 promotoriaus (Cui, Guo, 2016).

Tiriant p53 mutantus, mokslininkai pasteb¢jo, kad suaktyvejo NF-kB subvienety raiska,
iskaitant ir p100. Tyrime peliy linijos, kurioje yra iSveiklintas p53 (kitaip yra -p53/-p53),
neutrofily ir makrofagy lastelés, turéjo stipresnj atsaka j LPS, lyginant su kitos peliy linijos to
pacio tipo lastelémis, kurios tur¢jo veikianti pS3 (+p53/+p53). Neturincios funkcionalaus p53
lastelés gamino didesnius kiekius uzdegima skatinanciy citokiny (kaip TNF-a, IL-6, MIP-2),
NF-kB veiksniai geriau jungési prie transkripciniy taikiniy. Taciau tokios -p53/-p53 pelés, dél
padidinto LPS poveikio, turéjo pazeidimus plauciuose ir buvo silpnesnés — jy iSgyvenamumas
buvo mazesnis. Buvo patvirtinta, kad p53 neigiamai veikia NF-kB aktyvuma, o nesant p53,
NF-kB geriau jungiasi prie savo geny-taikiniy (Liu at al, 2009).

Kitaip nei daugelyje kity tyrimy, Lowe ir kt. tyrime nustatyta, kad makrofaguose ir
pirminiuose monocituose p53 atlieka imuninj vaidmenj ir teigiamai saveikauja su NF-kB
keliais. Makrofagai yra svarbiis veikéjai imuninés sistemos atsake i vézj. Tiek p53, tiek ir NF-
kB, esant tam tikriems aktyvuojantiems signalams, reguliuoja uzdegiminiy geny raiska, kaip
citokiny (pvz., IL-6, IL-8), chemokiny (pvz., CXCL1). Normaliame audinyje dél p53 ir NF-
kB padidéjusi citokiny ir chemokiny gamyba lemia neutrofily pritraukima ir uzdegima. Sis
mechanizmas sustiprina makrofagy atsakg 1 audinio pazeidimus. Esant navikinei aplinkai,
makrofaguose p53 yra aktyvuojamas parakrininiy véZiniy signaly ir taip paskatina IL-6
ekspresija. Vadinasi, vézinés lastelés skatina p53 atsaka makrofaguose, kuris atitinkamai po to
veikia vézines lasteles. Tikétina, kad toks poveikis yra naudingas vézinéms lgsteléms, kuriose
daznai buina i$veiklintas p53. Idomu tai, kad su naviku susijusiuose makrofaguose (angl.
Tumor Associated Macrophages, TAMs) p53 atlieka kitokj vaidmeni, nei supiktybé&jusiose
lastelése, o p53 aktyvuma TAMs lgstelése gali skatinti NF-kB veiksniai. Taip pat tikétina, kad
p53 raiska gali skatinti ir kiti veiksniai, kaip M-SCF ir CCL2. IS vienos pusés, p53 ir NF-xB
signalai taip gali skatinti lgsteliy sen¢jima, iS kitos pusés, citokinai ir chemokinai, jskaitant IL-
6 ir CXCL1 turi naviky augimg skatinantj efekta — didina lgsteliy iSgyvenimo tikimybe,
angiogeneze, su naviky susijusiy neutrofily jdarbinimg. Taigi, kokie veiksniai bus
ekspresuojami ir koks bus to biologinis poveikis priklauso nuo mikroaplinkos — procesai vyks

normaliame ar véziniame audiniuose (Lowe at al., 2014). Kitame tyrime, atliktame Gudkov ir
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kt., taip pat atrasta, kad p53 ir NF-xB veiksniai gali teigiamai veikti vieni kity raiska. Buvo
nustatyta, kad p53 ir NF-xB saveikos pobiidis yra audiniui specifinis (Gudkov et al., 2011).

1.3 NF-kB reporterinés sistemos

Yra nemazai nuveikta, naudojant endogeniniy keliy analizes ir reporterines sistemas,
kad istirti NF-«xB signalinj kelig ar juo manipuliuoti. O manipuliuoti $iuo keliu néra paprasta,
kadangi NF-kB kelias yra kompleksinis procesas, apimantis daug elementy. Vienas i$
daznesniy metody — reporteriniy plazmidziy kiirimas, kuriose reporterinio geno ekspresija yra
valdoma promotoriaus, turin¢io NF-«kB prisijungimo sekas (El-Guendy, Sinai, 2008).
Reporterinés sistemos leidzia stebéti baltymy veikla. Jose reporteriniu baltymu dazniausiai
biina jvairtis fluorescuojantys baltymai (Yus et al., 2017). Pavyzdziui: GFP, YFP ir kiti
reporteriniai baltymai; taip pat gali biiti naudojama ir liuciferaze, pvz., ,.Firefly” (EI-Guendy,
Sinai, 2008). [prastai naudojamas Zaliai fluorescuojantis baltymas, ZFB arba GFP (angl.
Green Fluorescent Protein), kuris pirmakart i$skirtas 1§ mediizy Aequorea victoria japony
mokslininko Osamu Shimomura (Shimomura et al., 1960). Tyrimams panaudojami ir jvairts
$io baltymo variantai. ZFB yra svarbus komponentas lasteliy ir audiniy atvaizdavime in vivo
ir Zzymejime in vitro. Jo junginiai gali buiti naudojami analizuoti raiskai, lokalizacijai,
judéjimui, saveikoms su baltymais. ZFB yra i$skirtinis tuo, kad ZFB fluoroforas lastelése
susidaro spontaniSkai, i$skirtos fluorescencijos intensyvumas suteikia tiesioginj baltymo
kiekio jvertj, kuris gali buti matuojamas lastelés lygmenyje, be papildomy procediiry. Tai
ZFB atsako metoda padaro labai patogiu stebéti reporterines sistemas. Tuo tarpu, lyginant su
bioliuminescentinias reporteriais, paremtais ,,Firefly* liuciferaze, tokie reporteriai yra
priklausomi nuo jy fermentinés veiklos, yra reikalinga atlikti daugiau zingsniy, kad
iSanalizuoti rezultatus. Daznai naudojami du NF-«B kelio klasikiniai stimuliatoriai — stiprus
uzdegima sukeliantis citokinas TNF-a ir LPS, | gramneigiamy bakterijy sienelés sudéti
jeinantys komponentai. Jy signalai, nuo prisijungimo prie TNF-a receptoriaus ir TLR4
receptoriaus, atitinkamai, yra perduodami per jvairias tarpininkes molekules IKK kompleksui,
kuris po to atlaisvina NF-kB veiksnius (El-Guendy, Sinai, 2008).

Taigi, NF-kB reporterinés sistemos (vektoriai) gali biiti naudojamos stebéti NF-xB
signalinj kelig in vitro lastelése, taip pat gali biiti naudojamos tirti NF-xB kelio slopiklius ir
aktyvinancius komponentus, tirti geny, susijusiy su NF-«xB keliu, ekspresija (BPS Bioscience,
2020). Neretai NF-«xB reporteriniai vektoriai yra panaudojami sukurti tam tikras lasteliy

linijas, kurios toliau buity naudojamos tirti NF-kB kelia, analizuoti, ar jis yra jjungiamas
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veikiant tam tikru stimuliatoriumi. Yra net sukurtos ir komerciskai prieinamos stabilios
Iasteliy linijos, kurios ekspresuoja NF-kB ZFB reporterines plazmides (Battin et al., 2017; El-
Guendy, Sinai, 2008).

1.4 NF-«xB ir CCL2

CCL2 yra CC chemokino ligandas 2 (angl. C-C Chemokine Ligand 2), chemokinas
(Nakatsumi et al., 2017). Kai kuriuose $altiniuose jvardijamas kaip chemotaktinis citokinas.
Dar zinomas kaip monocitus pritraukiantis baltymas 1, MCP-1 (Finzer et al., 2000; Bonapace
et al., 2014; ). Jis priklauso C-C mazy baltymy chemokiny superseimai, kuri yra susijusi su
uzdegiminiais procesais ir fibrozeés atsiradimu. CCL2 yra vienas i§ NF-kB veiksniy taikiniy
(Fantuzzi et al., 2008). CCL2 baltymo pagrindiné funkcija yra pritraukti kraujyje esancius
monocitus, veikia chemotaksio biidu kaip cheminis dirgiklis (Kerget et al., 2019). Baltymas
jungiasi prie savo CC chemokiny receptoriaus 2 (CCR2). Reguliuojamas NF-«xB veiksniy, jis
skatina ir makrofagy, T limfocity, NK Iasteliy kaupimasi uzdegiminiuose taskuose, taiau
juos veikia ne taip stipriai kaip monocitus. Gali taip pat aktyvuoti fibroblastus ir tada per
profibrotinj mediatoriy TGF-f skatinti tarplastelinio uZpildo gamyba. CCL2 baltymas yra
gaminamas jvairiose lastelése, jskaitant monocitus, makrofagus, epitelines Igsteles ir
fibroblastus. Nesant CCL2, sutrinka monocity jdarbinimas, prastéja imuninés sistemos
efektyvumas prie§ mikroorganizmus (Yoshimura, 2018; Silva et al., 2016; Deng et al., 2013).

CCL2 baltymo gamyba yra reguliuojama veikiant transkripcijos pradétj. NF-xB
veiksniai yra vieni i§ pagrindiniy CCL2 geno raiskos reguliavime. Sj geng sudaro du 5°
Soniniai regionai: toléliau esantis stipriklis (enhanseris) ir ar¢iau esantis promotorius. Juos
skiria 2,2 kb DNR seka, kuri yra svarbi transkripcijos reguliavime. Promotoriaus/enhanserio
regionai turi daug cis elementy, kurie reikalingi skirtingiems transkripcijos veiksniams. Du
NF-«B veiksniy elementai (A1 ir A2), esantys tolimesnéje regiono dalyje, yra ypac svarbiis
Sio geno indukcijai atsake i streso molekules, tokias kaip LPS ir TNF-o.. CCL2 kiekis
lastel¢je, 1S esmés, priklauso nuo NF-«kB veiksniy. Kitas gerai zinomas CCL?2 transkripcijos
veiksnys — Sp1 baltymas, reguliuoja ne tik CCL2, bet ir kity geny transkripcija, susijusiy su
uzdegimu ir vézio vystymusi, pvz.: endotelio augimo veiksnj (VEGF), uPA, jo receptoriy
VEGEF receptoriy. Spl kontroliuoja bazing CCL?2 raiska, prisijungdamas prie GC dézutés, kuri
yra proksimaliniame 5’ netransliuojamame geno promotoriaus regione. Tyrime nustatyta, kad
esant inaktyviam Sp1 baltymui, CCL2 raiska Zymiai sumaz¢jo. Prie GC dézutés gali jungtis ir
NF-«B veiksniai kartu su AP-1 veiksniais (1.4 pav.) (Yoshimura, 2018; Deng et al., 2013).

Geno transkripcijos valdyme dalyvauja ne tik transkripcijos veiksniams jautrus 5’ regionas,
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bet ir 3’ regionas, esantis geno gale. Paveikus TNF-o., chromatino struktiira tampa
prieinamesné transkripcijos veiksniams, tame tarpe ir AP-1, kuris gali jungtis prie

promotoriaus ir prie 3’ reguliacinio regiono (Finzer et al., 2000).

Distalinis enhanserio regionas Proksimalinis promotoriaus regionas
PMA, LPS, TNF-a, IL-1 IFN-y

l |

relt Rel A @ STAT 1 .
c-Rel Bazalinis kompleksas

Konservatvus
prisijungiantis
baltymas

P RNR pol Il
Sp 1 TBP Transkrif;cija
5 Ul DO Om | 3
Regionas1 A1 A2 IRIS GAS GC dezute TATA
NF-KB sritys

1.4 pav. CCL2 promotoriaus strukttra. Cis elementai 5’ netransliuojamame regione yra susij¢
su geno transkripcija, prie jy jungiasi jvairiis transkripcijos veiksniai ir reguliuoja geno raiska.
Sp! jungiasi prie GX dézutés ir reguliuoja bazing transkripcija. NF-kB dimerai, atsake |
stimuliacija PMA (arba TPA), LPS, TNF-a, IL-1, jungiasi prie dviejy sri¢iy — Al ir A2.
STAT1 homodimerai jungiasi prie GAS (esant IFN-y stimuliacijai), $iuo atveju geno raisSka
priklauso nuo sgveikos tarp GAS ir IRIS, pastarasis yra raiskg slopinantis elementas. Prie
regiono 1 jungiasi pastovus, nezinomos funkcijos baltymas, jis btina prisijungges ir nesant
iSorinei stimuliacijai (Yoshimura, 2018)

1.5 NF-xB ir LPS
LPS (angl. Lipopolysaccharide) arba lipopolisacharidai, yra lipidai, kurie kovalentiskai

sujungti polisacharidu. Juos jprastai sudaro trys dalys: glikano polimeras (O-lipidas),
polisacharido dalis ir lipidas A (dvi gliukozamino grupés prisijungusios prie riebaly riigs¢iy).
Lipopolisacharidai yra gramneigiamy bakterijy membrany sudedamoji dalis ir yra paleidziami
1 aplinkg bakterijy lizés metu (Nature, 2020). LPS bitent ir nulemia bakterijos iSorinés
membranos iSskirtines apsaugines savybes. Jie yra gaminami citoplazmoje ir kity baltymy
pagalba perkeliami | lastelés iSoring membrang (Owens et al., 2019). LPS Zinomi kaip
endotoksinai, kurie sukelia uzdegiming reakcijg organizme, skatina NF-«xB kelig. IS
gramneigiamy bakterijy LPS yra i§leidziami j aplinkg ir daznai perduodami puslelése, kurios

susidaro i§ bakterijy iSorinés membranos, jy sudétyje yra dar ir kity baltymy. Sios pislelés
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gali nukeliauti gana toli per kraujg ar §lapimg nuo jy pradinés vietos (Huang, Kraus, 2016).
Atéje lipopolisacharidai ir kiti bakterijy membrany komponentai Igsteléje jungiasi prie TLRs
receptoriy ir sukelia imuninj atsaka, tame tarpe aktyvuoja ir NF-kB veiksnius, idarbina
jvairias jgimtos imunings sistemos lasteles, pvz.: makrofagus, neutrofilus ir dendritines
lasteles (Xu et al., 2016). TLRs receptoriai yra daugiausiai randami imuninése lastelése,
ypatingai makrofaguose ir dendritinése lgstelése. Be Siy lasteliy, jie yra dar randami ir kituose
lasteliy tipuose, pvz.: endotelinése lastelése, miocituose, skydliaukés lastelése,
endometrialinése lastelése, mesangialinése lastelése ir adipocituose (Garay-Malpartida et al.,
2011). LPS yra pagrindinis veiksnys septinio Soko iSsivystymui, kuris iStinka esant organizme
perdétai stimuliacijai. Jie pirma prisijungia prie LPS jungimosi baltymo ir yra nuneSami prie
ant makrofagy pavirSiaus esan¢io CD14. Tuomet Sis sgveikauja su TLR4/mieloidinio
diferenciacijos baltymy kompleksu 2 (MD-2), LPS jungiasi prie receptoriaus savo lipido A
dalimi (An et al., 2019). Tada TLR4 receptoriai aktyvina NF-«kB kelig ir mitogeny aktyvuota
baltymy kinazeés kelia, kuriy déka yra pradedami gaminti uzdegima skatinantys citokinai ir
chemokinai. Zinoma, kad LPS makrofaguose skatina TNF-a, IL-1, IL-6 ir kity uzdegiminiy
baltymy gamyba, kurie toliau paskatina sisteminj uzdegima. Esant pertekliniam Igstelés
stimuliavimui, gali biiti neigiamai paveikiamas Seimininko organizmas, pazeidziami audiniai,
sutrikdomos organy funkcijos (Xu et al., 2016; Zariri et al., 2016). Taip pat nustatyta, kad
esant didesnéms LPS koncentracijoms, sukeliamas zymus stresas, kuris slopina
endoplazminio tinklo veikla. Jai sutrikus jdarbinami ir NF-xB veiksniai (Babini et al., 2015).
LPS gali sukelti ne tik uzdegimines reakcijas, bet ir prisidéti prie nutukimo. LPS S$altiniai
organizme gali biiti ne tik i iSorés atkeliavusios bakterijos, bet ir Seimininko Zarnyne
gyvenancios vietinés, vadinamosios ,,gerosios*, bakterijos (Huang, Kraus, 2016). LPS ir kiti

signaliniai baltymai yra placiai naudojami tirti NF-kB kelio atsakg (Babini et al., 2015).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos

2.1.1 MedZziagos lasteliy auginimui ir jy tyrimui

Tyrimuose naudotos medziagos Igsteliy auginimui, tyrimui ir medziagy gamintojai

suraSyti 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Lasteliy auginimui ir tyrimui naudoti cheminiai reagentai

Medziagos

Gamintojas

,DMEM, high glucose, GlutaMAX™* (Dulbecco modifikuota Eagle
mitybiné terpé su padidintu gliukozes kiekiu), (Cat. No. 10566016)

»RPMI 1640” (,,Roswell Park Memorial Institute* centro sukurta

mitybing terpé)

,DPBS* (Dulbecco fosfatinis drusky tirpalas)

FBS (versSelio embriono serumas)

,Opti-MEM* (modifikuota ,,Eagle* mitybiné terpé su sumazintu
serumo kiekiu)

Tripsinas
Transfekcijos reagentas ,, TurboFect™, (Cat. No. R0534)

LPS tirpalas ,,eBioscience™ Lipopolysaccharide (LPS) Solution
(500X)*, (Cat. No. 00-4976-03)

Penicilinas (antibiotikas)
Streptomicinas (antibiotikas)
Etanolio tirpalas >96 %

,» L rypan Blue Solution, 0,4 % dazas (Cat. No. 15250061)

2.1.2 Medziagos bakteriju auginimui

Gibco™, Thermo
Fisher Scientific,
JAV

Gibco™, Thermo
Fisher Scientific,
JAV

Gibco™, Thermo
Fisher Scientific,
JAV

Biochrom AG,
Vokietija
Gibco™, Thermo
Fisher Scientific,
JAV

Biochrom AG,
Vokietija
Thermo Fisher
Scientific, JAV
Invitrogen™,
Thermo Fisher
Scientific, JAV
Sigma-Aldrich,
JAV
Sigma-Aldrich,
JAV

Universiteto
vaistiné, Lietuva
Thermo Fisher
Scientific, JAV

Tyrimuose naudotos medziagos bakterijy auginimui ir medziagy gamintojai surasyti 2.2

lenteléje.
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2.2 lentelé. Bakterijy auginimui naudoti cheminiai reagentai

MedZiagos Gamintojas

Kanamicinas (antibiotikas) Sigma-Aldrich,
JAV

LB (Luria-Bertani) mitybings terpés milteliai ,,LB Broth (Lennox)®, Sigma-Aldrich,

(Cat. No. L3022) JAV

Bacto agar Sigma-Aldrich,
JAV

Agaroze Carl ROTH,
Vokietija

2.1.3 Medziagos DNR elektroforezei
Tyrimuose naudotos medziagos elektroforezei vykdyti ir medziagy gamintojai suraSyti
2.3 lenteléje.

2.3 lentelé. DNR elektroforezei naudoti cheminiai reagentai

MedZiagos Gamintojas
Agarozeés Carl ROTH,
Vokietija
TAE buferis, pH 8,3 Thermo Fisher
Scientific, JAV
EtidZio bromidas Thermo Fisher
Scientific, JAV
DNR dazas ,,DNA Gel Loading Dye (6X)*, (Cat. No. R0611) Thermo Fisher
Scientific, JAV
DNR molekulinés mases standartas ,,0’GeneRuler Express DNA Thermo Fisher
Ladder* (Cat. No. #SM1563) Scientific, JAV
2.1.4 Plazmidés

Naudotas pAcGFP1-1 vektorius (Clontech) koduoja Zaliai fluorescuojantj baltyma
AcGFPI, kilusj i§ baltymo AcGFP, nattiraliai gaminamo medtizos Aequorea coerulescens.

Vektorius pAcGFP1-1 taip pat turi gena, kuris lastelei suteikia atsparuma kanamicinui.

2.1.5 Bakteriju kamienai
Vektoriniy sistemy konstravimui buvo panaudotas Escherichia coli DH5-o. bakterijy

kamienas. Jis yra sukurtas, kad padidinti transformacijos efektyvuma (Anton, Raleigh, 2016).

2.1.6 Lasteliy kultiros

HEK293T (ATCC® CRL-3216™) — lasteliy linija, iSvesta i§ zmogaus embrioniniy
inksty 293 Iasteliy linijos. Jos ekspresuoja SV40 T antigeng (ATCC, 2020). Lastelés augintos
DMEM terpéje su 10% FBS, pridéjus 100 U/m/ penicilino, 100 pg/m! streptomicino.
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A549 (ATCC® CCL-185™) — zmogaus adenokarcinomos alveoliy bazalinio epitelio
lasteliy linija (ATCC, 2020). Lastelés augintos DMEM terpéje su 10% FBS, pridéjus 100
U/ml penicilino, 100 pg/ml streptomicino.

HCT 116 (ATCC® CCL-247™) — storosios zarnos karcinomos vézio lasteliy linija.
Turi mutacijg Ras proonkogeno 13 kodone (ATCC, 2020). HCT 116™3/33 [gstelés buvo
sukurtos inaktyvinus p53 baltyma — i genomg buvo ikelta shDNR (angl. short hairpin DNA)
insertas, kuri blokavo p53 veikla. HCT 116 shK lastelés, | kurias buvo jkeltas shDNR (angl.
short hairpin DNA) insertas, taciau neblokavo p53. Pastarosios lastelés buvo naudojamos kaip
kontrolé. Visos HCT lasteliy linijos augintos RPMI terpéje su 10% FBS, pridéjus 100 U/ml

penicilino, 100 pg/m! streptomicino.

2.1.7 Kitos medziagos
Kitos medziagos, kurios buvo naudotos tyrime, bus nurodytos Zemiau, prie metody.

Darbuose taip pat naudoti komerciniuose rinkiniuose sukomplektuoti tirpalai.

2.2 Metodai

2.2.1 Promotoriy seky analizé

Promotoriy seky analize buvo atlikta naudojantis internetine eukarioty promotoriy
duomeny baze (EPD, 2019). Buvo nustatyta tiksli CCL2 promotoriaus seka ir pagal ja PGR
metodu nuskaityti skirtingo ilgio CCL2 promotoriaus fragmentai. ELAM promotoriaus seka su
sintetinémis SXNF-kB (5xGGGACTTTCC2) sekomis buvo paimta i§ pNiFty-SEAP
komercinio vektoriaus (InvivoGen, JAV). Sintetinés SxNF-kB sekos, kurios buvo naudotos
sudaryti CCL2 promotoriaus konstruktus, taip pat buvo paimtos i§ pNiFty-SEAP komercinio

vektoriaus.

2.2.2 DNR fragmenty su CCL2, ELAM promotoriais ir NF-kB sekomis paruoSimas
Sintetinés NF-kB sekos buvo sukurtos geny sintezés biidu (Eurofins Scientific). Sesi
skirtingi CCL2 promotoriaus seky variantai: CCL2-GFP-1 (6 endogeninés NF-kB sekos),
CCL2-GFP-2 (2 endogeninés NF-«kB sekos), CCL2-GFP-3 (5 endogeninés NF-kB sekos),
CCL2-GFP-4 (5 sintetinés ir 6 endogeninés NF-kB sekos), CCL2-GFP-5 (5 sintetings ir 2
endogeninés NF-kB sekos), CCL2-GFP-6 (5 sintetinés ir 5 endogeninés NF-kB sekos); buvo

padauginti PGR metodu, panaudojant Zzmogaus mikroglijos lasteles. Promotoriy seky
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struktiiros pateikiamos 2.1 pav. DNR seka su ELAM promotoriumi ir penkiomis sintetinémis
NF-kB sekomis buvo padauginta taip pat naudojant PGR metoda, ¢ia kaip pagrindas naudotas
pNiFty-SEAP vektorius (InvivoGen, JAV). Sekos struktiira atvaizduota 2.2 pav. Pradmeny
sekos, naudotos DNR fragmenty su CCL2, ELAM promotoriais ir NF-kB sekomis
padauginimui PGR metodu, pateikiamos PRIEDU 1 lenteléje.

PGR reakcijai naudojama: 5% ,,Phusion High-Fidelity” DNR polimeraz¢, ,,Phusion GC”
buferis, ANTP (Thermo Fisher Scientific) (2.4 lentelé). PGR metodas vykdomas ,,Labcycler
termocikleryje (SensoQuest GmbH, Vokietija) pagal programa (2.5 lentelé). Po to PGR

rezultatai buvo patikrinti vykdant elektroforezg.

e s CCL2-GFP-1
-770 +1 +55
—e bl & CccoGRP2
-183 +1 +55
] e e CCL2-GFP-3
-687 +1 +7
[ P (e, I e e B e CCL2-GFP-4
-770 +1 +55
e CCL2-GFP-5
-183 +1 +55
CCL2-GFP-6

-687 +1 +7

2.1 pav. Sesiy CCL2 promotoriaus konstrukty struktiiry schemos. Taskuotos déZutés atitinka
endogenines NF-kB sekas, bruksniuotos dézutés — sintetines NF-kB sekas, juodi ovalai —
promotoriaus sekos ribas, juodos dézutés — numanomus TATA kontrolés elementus, rodyklé

parodo transkripcijos pradzig. Promotoriy schemos pavaizduotos nei$laikant tikrojo mastelio

2.2 pav. DNR fragmento su 5xNF-kB ir ELAM promotoriumi struktiiros schema. Taskuotos
dézutés atitinka endogenines NF-kB sekas, britksniuotos dézutés — sintetines NF-«kB sekas,
juodi ovalai — promotoriaus sekos ribas, rodyklé parodo transkripcijos pradzig. Promotoriaus

schema pavaizduota nei$laikant tikrojo mastelio
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2.4 lentelé. PGR miSinio komponentai ir jy kiekiai

PGR reakcijos miSinys vienam DNR méginiui
Medziaga Galutiné koncentracija mégintuvélyje
Sterilus dejonizuotas vanduo iki 20 ul
5% ,,Phusion GC” buferis 1x
10 mM dNTP miSinys 1 mM
Pradmenys (tiesioginis ir atvirkstinis) 10 uM + 10 uM
,,Phusion High-Fidelity” polimeraz¢ 1U
DNR 0,125 pg

2.5 lentelé. PGR salygos DNR fragmenty su CCL2 promotoriumi

PGR programa
95 °C — 5 min. 1 ciklas
95 °C — 45 sek.
60 °C — 45 sek. 29 ciklai
72 °C — 45 sek.
72 °C — 10 min. 1 ciklas
4°C e

2.2.3 Vektoriy konstravimas

Reporterinéms sistemoms sukurti naudotas pAcGFP1-1 vektorius (2.3 pav.). Kad
sukirpti plazmides ir paruosti ligavimo reakcijai, buvo naudojama: 10x , FastDigest buferis,
DNR, ,,FastDigest“ restrikcijos endonukleazés (RE), ,,FastAP* (Thermo Fisher Scientific) ir
sterilus dejonizuotas HoO (PRIEDU 2 lentelé). Taip pat buvo sukirpti ir keturi DNR
fragmentai su NF-kB atsako promotoriaus sekomis: SxNF-«B-ELAM, CCL2-GFP-3, CCL2-
GFP-5, CCL2-GFP-6. Tam naudoti tokie patys reagentai kaip ir plazmidés karpymui, jy
kiekiai suraSyti PRIEDU 3 lenteléje. Plazmidéms ir NF-kB atsako promotoriaus sekoms
sukirpti panaudotos RE suraSytos 2.6 lenteléje. SumaiSius reagentus, meégintuvéliai su
plazmidémis ir NF-kB atsako promotoriaus sekomis paliekami 2 val. 37°C temperatiiroje.
Tada vykdoma Siy DNR fragmenty elektroforeze agarozés gelyje. Po elektroforezés perkirpta
plazmidé ir NF-«xB atsako promotoriaus sekos i§ gelio iSgryninamos su ,,GenelJet Gel

Extraction Kit* (Thermo Fisher Scientific, JAV) rinkiniu, vadovaujantis gamintojo protokolu.
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2.3 pav. Vektoriaus pAcGFP1-1 schema su MCS — daugybinio jklonavimo srities (angl.
Multiple Cloning Site) seka. MCS sekoje ir vektoriaus schemoje juodai paryskinti RE
pavadinimai, pazyméta jy kirpimo vieta sekose (Takara Bio, 2020)

2.6 lentelé. Plazmidinei ir NF-kB atsako promotoriaus DNR sekoms sukirpti panaudotos RE

DNR sekos Pirma RE Antra RE
pAcGFP1-1 vektorius ir CCL2-GFP-3 seka Kpnl BamHI
pAcGFP1-1 vektorius ir CCL2-GFP-5 seka Kpnl BamHI
pAcGFP1-1 vektorius ir CCL2-GFP-6 seka Xhol BamHI

pAcGFP1-1 vektorius ir SxNF-kB-ELAM seka EcoRI BamHI

Toliau buvo vykdoma ligavimo reakcija. | mégintuvélj buvo jpilama sukirpto 100 ng
vektoriaus, DNR fragmento su NF-xB atsako promotoriumi (jo atitinkamas kiekis
paskaic¢iuojamas naudojantis ,,NEB* tinklapio skai¢iuokle, kad vektoriaus ir promotoriaus
sekos biity santykis 1:5), 1 4/ 10x T4 DNR ligavimo buferio, 1 x/ T4 DNR ligazés (Thermo
Fisher Scientific) ir sterilaus dejonizuoto vandens iki 10 x/. Reakcijos miSinys paliekamas 16
°C temperatiiroje per nakti. Buvo sukonstruoti: pAcGFP-5xNF-kB-ELAM (teigiama
kontrolé), kuris tur¢jo jterpta SXNF-«B-ELAM promotoriaus konstrukta, pAcGFP-5xNF-kB-
CCL2-1 turéjo CCL2-GFP-6 promotoriaus konstrukta, pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 — CCL2-
GFP-5, o pAcGFP-CCL2-1 — CCL2-GFP-3.
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2.2.4 E. coli kompetentiniy lasteliy paruosSimas

E. coli DH5-a bakterijy kamienas uzs¢jamas i 50 m/ mégintuvélj su 5 m/ LB mitybine
terpe, palieckama augti 37 °C. 1 ml bakterijy kultiiros perkeliama j kolbg su 100 m/ LB terpe
per naktj augti 37 °C temperattiroje purtykléje. Ji kultivuojama 37 °C purtykléje iki kol
OD600 (optinis tankis, matuojant 600 nm ilgio bangomis) pasiekia 0,4-0,5 ivertj. Tada
lasteliy kulttra Saldoma lede 10 min. ir po to perkeliama j atSaldytus mégintuvélius. Lastelés
surenkamos jas centrifuguojant 5000xg 3 min. Skystis nusiurbiamas ir bakterijos Svelniai
papipetuojamos uzpylus 20 m/ lede atSaldytos 0,1 M CaCl; terpés, nepurtantat. Tuomet
dedamos 20 min. j leda. Bakterijy kultiiros vél nucentrifuguojamos 5000%g 3 min., o
atsiskyres skystis nusiurbiamas. Po to uzpilama 0,5 m/ Salto 0,1 M CaCly/15 % glicerolio
tirpalo. MiSinys su bakterijomis iSpilstomas j mégintuvelius po 50 g/ ir Sie padedami laikyti

-80 °C temperatiiroje.

2.2.5 Transformacija

Kad padauginti sukonstruotas reporterines sistemas, buvo panaudotos kompetentinés E.
coli lastelés. Jos buvo atSildomos lede ir jame paliekamos dar 10 min. | vieng mégintuvélj su
kompetentinémis bakterijomis idedama ligavimo produkto 10 z4, i kita, atitinkant] teigiama
kontrole, 1 g nekirpto pAcEGF 1-1 vektoriaus (5 ng/g/ koncentracijos), o trecias — neigiama
kontrol¢, paliekamas tik su bakterijomis. Tada mégintuveliai inkubuojami lede 30 min., po to
laikomi 30 sek. 42 °C termomikseryje, purtant 550 rpm. Mégintuvéliai jdedami j ledg ir
laikomi 5 min. Tada j mégintuvélius jJdedama 950 g/ LB mitybinés terpés be antibiotiky ir
paliekama laikyti 1 val. 37 °C temperatiiros termomikseryje. 100 g/ miSinio su bakterijomis
uzséjama ant 1éksteliy su LB terpe ir antibiotiku kanamicinu. Lastelés auginamos 37 °C

temperatiiroje per naktj. Kitg dieng stebimos iSaugusios kolonijos.

2.2.6 Plazmidinés DNR gryninimas

Plazmidinei DNR isskirti buvo naudojamas ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit* rinkinys
(Thermo Fisher Scientific, Lietuva). E. coli bakterijos yra uzséjamos i 15 m/ mégintuvélj su 5
ml LB mitybinés terpés ir kanamicino miSiniu. Paliekama inkubuotis 37 °C temperatiiroje
purtykléje per nakti. Po to lasteliy kolonijos centrifuguojamos 3000xg jéga 5 min. Toliau
vykdyti etapai pagal gamintojo protokola. Galiausiai iSskirtos plazmidinés DNR kiekis ir

grynumas yra iSmatuojamas, naudojant spektrofotometra ,,Nanodrop 2000* (Thermo Fisher
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Scientific, JAV), matuojamas optinis tankis (A = 260 nm) ir DNR grynumas jvertinamas

nustatant A260/280 ir A260/230 santykius. Plazmidiné DNR laikoma -20 °C temperatiiroje.

2.2.7 Konstrukty patikrinimas restrikcine analize

Norint patikrinti, ar pavyko vektoriaus ligavimo reakcija, plazmidés, iSskirtos i E. coli
bakterijy, karpomos restrikcijos endonukleazémis. Karpymui naudotos ,,FastDigest*
restrikcijos endonukleazés (Thermo Fisher Scientific). Reakcijai vykdyta | mégintuvélj
idedant po 0,5 u/ kiekvieno i§ RE fermenty, 100 ng DNR, 3 ux/ 10x , FastDigest* buferio ir
sterilaus dejonizuoto H>O iki 30 u/ bendro tiirio. Paliekama reakcija vykti 37 °C per naktj.

2.2.8 DNR elektroforezé

DNR elektroforezei naudojamas 1 % agarozés gelis, paruoStas naudojant 1< TAE
buferj, DNR fragmenty iSrySkinimui naudotas 0,05-0,1 mg/m/ EtBr. Metode naudotas DNR
molekulinés masés standartas ,,0’GeneRuler Express DNA Ladder* (Thermo Fisher
Scientific, JAV). Geliy vizualizacija vykdyta naudojant ,,MiniBIS Pro* vizualizacijos sistema

(DNR Bio-Imaging Systems Ltd., [zraelis).

2.2.9 Lasteliy auginimas

HEK293T, A549, HCT 116, HCT 116?333 jr HCT 116 shK lastelés kultivuotos 25
cm? kolbelése (angl. flasks) su 5 ml mitybinés terpés: HEK293T ir A549 atveju su DMEM (su
padidintu gliukozés kiekiu), HCT 116, HCT 116™3¥?3 ir HCT 116 shK su RPML. [ $ias
mitybines terpes dar papildomai pridéta 10 % FBS, 100 U/ml penicilino, 100 pg/ml
streptomicino. Lasteliy kultiiros buvo pers¢jamos, kai lasteliy monosluoksnis kolbel¢je
pasiekdavo apie apie 80-90 % jos ploto. Tada pipete nusiurbiama mitybiné terpe, lastelés
praplaunamos 5 ml/ PBS tirpalu, jos atkeliamos, uzpilant 200 x/ 0,25 % tripsino-0,02 mM
EDTA tirpalu. Kai lgstelés atkimba nuo kolbelés dugno, jose esantis tripsinas
neutralizuojamas 5 ml/ mitybinés terpés su 10 % FBS. Lastelés suspenduojamos ir iSpilstomos
i naujas 25 cm? kolbeles, lgsteliy ir mitybinés terpés santykiu 1:5. Taip jos palickamos
tolesniam auginimui. Lastelés patalpinamos j 37 °C termostatg su 5 % CO- atmosferoje.
Lasteliy augimas stebimas invertuotu optiniu mikroskopu ,,Nikon TS 100-F* (Nikon,

Japonija).
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2.2.10 Lasteliy skaiciavimas

Lasteliy skaiciavimas vykdomas Igsteles paveikiant tripsino ir EDTA tirpalu ir
suspenduojant nustatytame mitybings terpés tiiryje (V). 10 u/ 1asteliy suspensija, sumaisyta su
»Irypan Blue Solution, 0.4%“ dazu (santykiu 1:1), uzpilama ant devyniy kvadraty
skai¢iavimo gardelés mikroskopinio stikliuko (Immune Systems Ltd., JK). Invertuoto optinio
mikroskopo pagalba nustatomas vidutinis lgsteliy skai¢ius (Nyiq), tenkantis vienam gardelés
sektoriui. Bendras lasteliy skaicius pradinéje suspensijoje apskaiiuojamas pagal formule:

N = Nyiq x skiedimo faktorius x 10%;

¢ia N — Iasteliy skaicius pradinés suspensijos 1 m/; Nyiq — vidutinis lgsteliy skaicius gardelés

sektoriuje; 10* — gardelés konstanta.

2.2.11 Lasteliy transfekcija ir fluorescenciné mikroskopija

24 val. pries transfekcija, lastelés uzsé¢jamos 24 Sulinéliy plokstelése po 1 m/ suspensijos
(5-10° Igsteliy vienam Sulinéliui). Prie§ vykdant transfekcijg lgstelés monosluoksniu turi biiti
padenge 70-80% Sulinélio ploto. ] mégintuvélj ipilama 210 u/ terpés be serumo Opti-MEM, 2
ng plazmidinés DNR (kiekis dviem Sulinéliams), atsargiai iSmaiSoma. Tada jlaSinamas 5,6 u/
,»lurboFect™ transfekcijos reagentas (Thermo Fisher Scientific), Svelniai iSmaiSoma ir
inkubuojama 15-20 min kambario temperatiiroje. Po to 100 x/ atitinkamo miSinio sulaS§inama
1 kiekvieng Sulinélj. Lastelés su transfekcijos miSiniu inkubuojamos 6-7 val. 37 °C termostate
su 5 % CO» atmosferoje. Prag¢jus 6-7 valandoms terpé nuo lasteliy pipete nusiurbiama ir
uzpilama 1 ml $viezios auginimo terpés ir pusé Sulinéliy su tuo paciu vektoriumi paveikiami 1
ug LPS.

I5 atlikty 4 transfekcijy, 2 su HEK293T ir 2 su A549 lastelémis, ZFB raiska buvo
stebima fluorescenciniu mikroskopu ,,Nikon Eclipse 50i* (Nikon, Japonija). Rezultatai
stebimi praéjus 24, 48 ir 72 val. po transfekcijos. Buvo vaizdinamos ir iSsaugomos
fluorescencinés nuotraukos, padarytos i$ kiekvieno transfekuoty lasteliy plostelés Sulinélio

(po 3 nuotraukas vienam Sulinéliui).

2.2.12 Rezultaty analizé

Kad teoriskai paskaiciuoti, kokie bus fragmentai, juos sukarpius jvairiomis
restrikcijomis endonukleazémis, naudota ,,SnapGene Viewer* (NIH, JAV) programa. Norint
iSnanalizuoti paveikslus, padarytus su fluorescenciniu mikroskopu, buvo naudota ,,ImageJ*

(NIH, JAV) programa. I§ fluorescenciniy nuotrauky nustatyta suminé ZFB ekspresija (SZE)
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santykiniais vienetais (svnt). Nuotraukose buvo jvertintas kiekvienos ekspresuojancios ZFB
Iastelés plotas ir MGV (angl. Mean Gray Value) rodiklis, jy sandauga nulémé suming ZFB
ekspresija.

2.2.13 Statistiné analizé

Statistiniams skai¢iavimams ir diagramy sudarymui buvo naudota ,,Microsoft Excel”
(Microsoft, JAV) programa. Su ja buvo paskai¢iuotas SZE vidurkis ir standartinis nuokrypis.
,,GraphPad Prism 7” (GraphPad Software, Inc., JAV) programa buvo lyginami pozymiai tarp
lasteliy grupiy, paveikty skirtingomis saglygomis, tam pritaikytas tikslusis FiSerio testas (angl.

Fisher’s exact test).
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3. REZULTATAI

3.1 Sukonstruotos reporterinés sistemos ir juy struktiiros analizé

Buvo sukonstruotos keturios reporterinés sistemos, naudojant komercinj bepromotorinj
pAcGFP1-1 vektoriy. Trys sistemos buvo sukurtos CCL2 promotoriaus pagrindu: pAcGFP-
S5SxNF-kB-CCL2-1 (turinti 5 endogenines ir 5 sintetines NF-kB prisijungimo sekas, ~4,700 kb
ilgio), pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 (turinti 2 endogenines ir 5 sintetines NF-kB prisijungimo
sekas, ~4,3 kb) ir pAcGFP-CCL2-1 (5 endogenines NF-«B prisijungimo sekas, ~4,7 kb); ir
viena ELAM promotoriaus pagrindu: pAcGFP-5xNF-«xB-ELAM (turinti 3 endogenines ir 5
sintetines NF-kB prisijungimo sekas, ~4,4 kb). pAcGFP-5xNF-kB-ELAM sistema
sukonstruota norint patikrinti vektoriy veikima (atlikti teigiama kontrole).

Reporterinés sistemos buvo s¢kmingai padaugintos naudojantis E. coli bakterijomis.
Tam buvo panaudotas transformacijos metodas. Bakterijos, kurios turéjo sékmingai
susiligavusius vektorius, i§gyveno ir suformavo kolonijas ant Petri IékStuciy su LB agaru ir
kanamicinu.

Kad patikrinti, ar ] pAcGFP1-1 vektoriy teisingai jsistat¢ NF-kB atsako promotoriaus
konstruktai, 1§ bakterijy iSskirtos plazmidés buvo karpytos su restrikcijos endonukleazémis.
Paveikus vektoring sistemg pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-1 (~4,7 kb) EcoRI ir Notl restrikcijos
endonukleazémis. Restrikcijos reakcija vizualizuota elektroforezés agarozés gelyje, pavyzdys
pateiktas 3.1 pav. Gauti ~3,1 kb, ~1,3 kb ir vir§ 200 bp DNR fragmentai (3.1 pav., K-E/N
takelis). Sukarpius nemodifikuotag pAcGFP1-1 vektoriy (~4,15 kb) abejomis RE, gauti 3,379
kb ir 771 bp DNR fragmentai (3.1 pav., V-E/N takelis). DNR fragmentas su SxNF-kB ir
CCL2 promotoriumi taip pat buvo karpytas su RE, gauti vir§ 500 bp ir vir§ 100 bp fragmentai
(3.1 pav., F-E/N takelis). Atlikti praktiniai rezultatai atitiko teoriskai paskai¢iuotus —

vektoriniai konstruktai buvo virtualiai sukirpti naudojantis ,,SnapGene Viewer programa.
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3.1 pav. Agarozes gelio elektroforezés nuotrauka. M — molekulinés masés Zymuo
,,O’GeneRuler Express DNA Ladder®, K — pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-1, V — vektorius
pAcGFP1-1, F — fragmentas su 5SxNF-«xB ir CCL2 promotoriaus sekomis, Nk - nekarpyta, E -
kirpta EcoRI, N - kirpta Notl, E/N - kirpta EcoRI ir NotI

Norint patikrinti pAcGFP-5xNF-kB-ELAM reporterinés sistemos struktiirg, ji buvo
karpyta taip pat su EcoRI ir Notl restrikcijos endonukleazémis. Restrikcijos reakcija buvo taip
pat patikrinta vykdant elektroforeze agarozés gelyje, nuotraukos pvz. pateiktas 3.2 pav.
Sukarpius apie 4,4 kb vektoring sistemg abejomis RE, buvo gauti ~3,4 kb, ~1 kb DNR
fragmentai (3.2 pav., K-E/N takelis) Nemodifikuotg pAcGFP1-1 (~4,15 kb) perkirpus
abejomis RE, taip pat gauti 3,379 kb ir 771 bp DNR fragmentai (3.2 pav., V-E/N takelis).
Kaip ir anks¢iau minétos reporterinés sistemos, taip ir $iuo atveju gauti rezultatai atitiko

teoriskai paskaiciuotus, kurie buvo gauti naudojantis ,,SnapGene Viewer* programa.
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3.2 pav. Agarozes gelio elektroforezés nuotrauka. M — molekulinés masés Zymuo
GeneRuler™ Express DNA Ladder, K — plazmidé pAcGFP-5xNF-kB-ELAM, V — vektorius
pAcGFP1-1, Nk - nekarpyta, E - kirpta EcoRI, N - kirpta Notl, E/N - kirpta EcoRI ir NotI
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3.2 Reporteriniy sistemy efektyvumo analizé

Kad nustatyti, kaip veikia sukurtos NF-kB reporterinés sistemos, jos buvo transfekuotos
1 HEK293T ir A549 Iasteliy linijas. Tada jos buvo paveiktos LPS endotoksinai, kurie aktyvina
NF-«B veiksnius ir po to buvo stebima reporterinio geno produkto — zaliai fluorescuojancio
baltymo (ZFB), raidka. ZFB ekspresija, $iuo atveju, reguliuojama NF-xB veiksniy,
prisijungusiy prie CCL2 ar ELAM promotoriaus sekoje esan¢iy endogeniniy arba pries ji
einanciy sintetiniy NF-xB veiksniams specifiniy seky. Lasteliy linija HEK293T transfekuota
PAcGFP-5xNF-kB-CCL2-1 ir pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2, pAcGFP-5xNF-kB-ELAM
vektorinémis sistemomis, 0 A549 lgstelés - pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-1, pAcGFP-5xNF-kB-
CCL2-2 ir pAcGFP-CCL2-1, pAcGFP-5xNF-kB-ELAM vektorinémis sistemomis. Kadangi,
apsvietus 475 nm ilgio bangomis, ZFB pasizymi fluorescencija, §io baltymo raiskai stebéti
naudotas fluorescencinis mikroskopas. Analizuojant vaizdinimo metu padarytas nuotraukas,
naudojantis ,,ImageJ* (NIH, JAV) programa, buvo apskai¢iuota suminé ZFB ekspresija
(SZE).

HEK293T atveju ZFB raika buvo stebima po 24 val. Sis laiko tarpas po transfekcijos
buvo pasirinktas remiantis laboratorijoje gautais duomenimis, patvirtinancias jog HEK93T
lastelése ZFB raiska, pra¢jus 24 valandoms po transfekcijos, jau pasiekia maksimalias
reikSmes. Vizualiai nebuvo ryskaus skirtumo tarp lasteliy paveikty LPS ir nepaveikty, pvz.,
pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 atveju 3.3 pav. (pAcGFP-5xNF-«kB-CCL2-1 atvejis PRIEDU 1
pav.) Paskaiciavus nustatyta kad, HEK293T LPS- lasteliy, visy reporteriniy sistemy atveju,
suminé ZFP ekspresija buvo didesné, lyginant su paveiktomis LPS lastelémis. pAcGFP-
5xNF-kB-CCL2-1 LPS+ atveju SZE sieké ~157+6,7, o LPS- atveju ~164+4,4 santykiniy
vienety (svnt). Vektoriaus pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 LPS+ atveju SZE buvo apie 160+£9,3,

LPS- — apie 180+8,4 svnt. Taciau $ie skirtumai nebuvo statistiSkai reikSmingi.
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3.3 pav. ZFB baltymo ekspresija HEK293T lastelése, praéjus 24 val. po transfekcijos.
Lasteles transfekuotose pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 reporterine sistema. Kairéje paveikslélio
dalyje vaizduojamos balta Sviesa apSviestos lastelés, deSinéje — tik 475 nm ilgio bangomis
apsviestos lastelés. A — nepaveiktos LPS lastelés, B — paveiktos LPS lastelés

Vertinant HEK293T lasteles, transfekuotas su pAcGFP-5xNF-«kB-CCL2-1 ir su
pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 vektoriais, suminé ZFB ekspresija tarp vektoriniy sistemy
vizualiai labai nesiskyré (3.4 pav.). Paskaiciavus ir palyginus, nustatyta, kad visgi buvo Siek
tiek didesn¢ ZFB raiska lasteliy, turinéiy pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 reporterine sistema,
taciau raiskos skirtumas tarp abiejy reporteriniy sistemy nebuvo statistiSkai patikimas. Nesant
LPS stimuliacijai, pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 reporterinés sistemos SZE sieké apie 180+8,4,
0 pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-1 — 164+4,4 svnt.

Transfekavus pAcGFP-5xNF-kB-ELAM sistema ir nusta¢ius ZFB baltymo raiska po 24
val., buvo pastebéta, kad Iastelése baltymas buvo beveik neekspresuojamas, palyginus su
kitomis vektorinémis sistemomis (PRIEDU 2 pav.). Apibendrintai suminé ZFB ekspresija

tarp trijy vektoriniy sistemy, esant ir nesant poveikiu LPS, atvaizduota diagramoje 3.5 pav.
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3.4 pav. ZFB baltymo ekspresija HEK293T lastelése, praéjus 24 val. po transfekcijos. Kairéje
paveikslélio dalyje vaizduojamos balta Sviesa apSviestos lastelés, deSinéje — tik 475 nm ilgio
bangomis apsSviestos lastelés. A — transfekuotos pAcGFP-5xNF-«B-CCL2-1 vektoriumi, B —
PAcGFP-5xNF-xB-CCL2-2 vektoriumi
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3.5 pav. Suminé ZFB ekspresija HEK293T lastelése, transfekuotose trejomis vektorinémis
sistemomis, esant ir nesant stimuliacijai LPS. CCL2-1 atitinka pAcGFP-5xNF-xB-CCL2-1
vektoriy, CCL2-2 — pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2, ELAM — pAcGFP-5xNF-kB-ELAM
reporterines sistemas, p > 0,05

A549 lasteliy atveju zaliai fluorescuojancio baltymo raiska buvo stebima po 24, 48 ir 72

val. DidZiausia ZFB baltymo ekspresija buvo nustatyta pra¢jus 72 val. po transfekcijos (3.6
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pav.). pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 LPS+ atveju, pra¢jus 24 val., SZE sieké apie 15+2,1 svnt,
o praéjus 72 val. — apie 126+4,7 svnt. Taigi, baltymo raiska padidéjo daugiau nei 8§ kartus.
Pavyzdys praéjus 24 ir 48 val. po transfekcijos pateiktas PRIEDU 3 pav.

Esant ir nesant poveikiui LPS, ZFB raiska vizualiai labai nesiskyré tarp lasteliy,
transfekuoty pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-1, pAcGFP-5xNF-xB-CCL2-2 ir pAcGFP-CCL2-1
reporterinémis sistemomis (3.7 pav., PRIEDU 4 pav., 5 pav.). Taciau paskaiciavus su
,ImageJ* programa nustatyta, kad sumin¢ ZFB ekspresija po 72 val. buvo Siek tiek didesné
esant poveikiu LPS, lyginant su nepaveiktomis LPS A549 lastelémis. pAcGFP-5xNF-kB-
CCL2-1 LPS+ atveju SZE buvo ~105+8,6, LPS- — apie 97+4,3 svnt. pAcGFP-5xNF-kB-
CCL2-2 esant LPS+ SZE sieké ~126+4,7, o LPS- — apie 123+£8,3 svnt. Vektoriaus pAcGFP-
CCL2-1 LPS+ atveju SZE sieké ~93+4,1, o LPS- — apie 9143,6 svnt.
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3.6 pav. ZFB baltymo ekspresija A549 Iastelése, transfekuotose pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2
vektoriumi, paveikus LPS. Kairéje paveikslélio dalyje vaizduojamos balta Sviesa apSviestos
lastelés, desinéje — tik 475 nm ilgio bangomis apsviestos lastelés. A — praéjus 24 val. po
transfekcijos, B — pragjus 72 val. po transfekcijos
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3.7 pav. ZFB baltymo ekspresija A549 Iastelése, transfekuotose pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2
vektoriumi, 72 val. po transfekcijos. Kairéje paveikslélio dalyje vaizduojamos balta Sviesa
apsviestos lgstelés, desinéje — tik 475 nm ilgio bangomis apsviestos Iastelés. A — paveiktos
LPS lastelés, B — nepaveiktos LPS lastelés

Taip pat buvo palygintos tarpusavyje A549 lastelés, transfekuotos pAcGFP-5xNF-«xB-
CCL2-1, pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 ir pAcGFP-CCL2-1 reporterinémis sistemomis. Suminé
ZFB ekspresija po 72 val. taip pat, kaip ir HEK293T atveju, buvo Siek tieck didesné ty lasteliy,
kurios buvo transfekuotos pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 reporterine sistema (3.8 pav.). LPS+
atveju ji sieké apie 126+4,7 svnt. Tuo tarpu pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-1 ir pAcGFP-CCL2-1
sistemy atveju SZE sieke atitinkamai 105+8,6 ir 93+4,1 svnt.

A549 lastelese, transfekuotose pAcGFP-5xNF-kB-ELAM reporterine sistema, taip pat
kaip ir HEK293T lastelése, ZFB baltymo raiska buvo nezymi (PRIEDU 6 pav.). Apibendrinti
A549 lasteliy, transfekuoty $iomis keturiomis vektorinémis sistemomis, suminiai ZFB

ekspresijos rezultatai (pragjus 72 val. po transfekcijos) atvaizduoti diagramoje 3.9 pav.
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3.8 pav. ZFB baltymo ekspresija A549 Iastelése, paveiktose LPS, 72 val. po transfekcijos.
Kairg¢je paveikslélio dalyje vaizduojamos balta Sviesa apsviestos lastelés, desinéje — tik 475
nm ilgio bangomis apSviestos lastelés. A — transfekuotos pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2, B —
transfekuotos pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-1 , C — transfekuotos pAcGFP-CCL2-1
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3.9 pav. Suminé ZFB ekspresija A549 lastelése, transfekuotose keturiomis vektorinémis
sistemomis, esant ir nesant stimuliacijai LPS, pra¢jus 72 val. po transfekcijos. CCL2-1
atitinka pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-1 vektoriy, CCL2-2 — pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2, CCL2-
2 — pAcGFP-CCL2-1, ELAM — pAcGFP-5xNF-«kB-ELAM reporterines sistemas, p > 0,05

3.3 Planuoti, bet dél SARS-Cov-2 pandemijos neatlikti tyrimai

Buvo suplanuota sukonstruoti reporterines sistemas su likusiomis promotoriy sekomis ir
patikrinti jy efektyvuma, kas nebuvo jgyvendinta dél pandemijos. Taip pat buvo suplanuota
iklonuoti likusius CCL2 promotoriy konstruktus j pAcGFP1-1 vektoriy. Tada patikrinti iy ir
likusiy, jau sukonstruoty, reporteriniy sistemy strukttiros teisinguma. Buvo planuojama
placiau jvertinti konstrukty efektyvuma vykdant transfekuoty Iasteliy FACS analizg.

D¢l karantino buvo nutrauktas ir NF-kB reporteriniy sistemy efektyvumo tyrimas HCT
116 (laukinio tipo), HCT 116®3/33 kuriose p53 raiska buvo nuslopinta ir HCT 116 shK
lastelése (kontrolinése lastelése). Siy eksperimenty pagalba buvo tikimasi istirti p53 baltymo
jtaka NF-«B reporteriniy sistemy efektyvumui po poveikio jonizuojancia spinduliuote. Taip
pat planuose buvo ir sukiirimas reporterinés Iasteliy linijos, pasiZzymincios stabilia NF-kB

atsako reporterio raiska.
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4. REZULTATU APTARIMAS

NF-«B veiksniai atliekg svarby vaidmenj organizmo vystymesi, imuninés sistemos
homeostazéje, epitelio, skeleto, nervinése sistemose ir kt. (Zeuner et al., 2017). Sios $eimos
nariai yra zinomi ir kaip turintys svarby vaidmenj uzdegiminése reakcijose (Kuba et al.,
2020). NF-kB reporterinés sistemos yra naudojamos stebéti NF-xB kelio aktyvuma ir tirti
naujas terapijas (Badr et al., 2009). Sio tyrimo uzdaviniai buvo PGR metodu padauginti CCL2
ir ELAM promotorius, juos jklonuoti ] pAcGFP1-1 vektoriy, tada sukurtas reporterines
sistemas padauginti E. coli 1asteliy pagalba. Buvo uZsibrézta patikrinti sistemy struktiiros
teisinguma, transfekuoti jas | HEK293T ir A549 lasteles, iStirti reporteriniy sistemy
efektyvuma, paveikiant LPS dirgikliais. Taip pat buvo iSkeltas uzdavinys istirti NF-xB
sistemy efektyvuma, transfekuojant jas j HCT 116, HCT 11673333 ir HCT 116 shK lgsteles
ir paveikiant JS, ir iSanalizuoti p53 baltymo poveikj NF-«kB kelio aktyvumui. Taciau
pastarasis uzdavinys buvo nejgyvendintas d¢l susidariusios situacijos.

Remiantis Sio darbo rezultatais, galima teigti, kad NF-kB atsako promotoriaus DNR
sekos: CCL2 ir ELAM promotorinés sekos su prijungtomis sintetinémis SxNF-kB sekomis ir
CCL?2 promotoriné seka be papildomy NF-kB seky, buvo s¢kmingai jklonuotos j vektoriy
pAcGFP1-1. Sukonstruotos reporterinés sistemos buvo padaugintos naudojant E. coli
bakterijas. Reporteriniy sistemy, iSskirty i§ bakterijy, struktiiry teisingumas buvo patikrintas
atliekant karpyma su restrikcijos endonukleazémis. Patikrinus sukonstruoty pAcGFP-
5xNFkB-CCL2-1 ir pAcGFP-5xNF-kB-ELAM reporteriniy sistemy struktiiras, nustatyta, kad
jos atitiko teoriSkai nustatytas. Kity reporteriniy sistemy struktiiros nebuvo spétos tinkamai
patikrinti dél susidariusios situacijos. Taciau galima manyti, kad pAcGFP-5xNFxB-CCL2-2 ir
pAcGFP-CCL2-1 reporteriniy sistemy struktiira visgi buvo teisinga, kadangi, po transfekcijos
Siomis sistemomis, Igstelés ekspresavo ZFB baltyma kaip ir pAcGFP-5xNFkB-CCL2-1
reporteriné sistema.

Aptariant rezultatus, susijusius su vektoriniy sistemy transfekcija | HEK293T ir A549
lasteles, bei sistemy efektyvumo tikrinimu, buvo sékmingai jvykdyta $iy lasteliy linijy
transfekcija sukurtomis reporterinémis sistemomis: pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-1, pAcGFP-
5xNF-kB-CCL2-2, pAcGFP-CCL2-1 ir pAcGFP-5xNF-kB-ELAM. Nustatyta, kad HEK293T
lastelés geriau transfekuojasi, ju suminé ZFB ekspresija yra didesné, palyginant su A549
lastelémis. Siy lasteliy savybé gerai transfekuotis yra jau seniai pastebéta mokslo pasaulyje.
Jos daznai naudojamos tyrimams, kurie reikalauja transfekcijos metodo (Thomas, Smart,

2004). Pazymétina tai, kad pAcGFP-5xNF-kB-ELAM vektoriné sistema, kuri turéjo biti kaip
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teigiama kontrol¢, Siame eksperimente visai neveiké nei HEK293T, nei A549 lastelése. Nors
patikrinus strukttirg RE, buvo gauti tokie rezultatai, kokiy tikétasi. Taciau praktiskai
panaudojus vektorine sistema, ZFB ekspresijos beveik nebuvo pastebéta. Tikétina, kad ELAM
promotorius pagrindu sukurta reporteriné sistema nebuvo tinkama teigiama kontrolé
HEK293T ar A549 lastelése. Taip gali biiti dél pacio promotoriaus prigimties. pAcGFP-
5XNF-kB-CCL2-1, pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 reporterinés sistemos pasizyméjo ZFB raiska,
nors ji labai nesiskyré tarp HEK293T Iasteliy, esant ir nesant poveikiui LPS. Tarp lasteliy
grupiy, LPS paveikty ir nepaveikty, paskai¢iuotas SZE skirtumas nebuvo statistikai
patikimas. HEK293T lastelés, nepaveiktos LPS, turéjo Siek tiek didesne sumine ZFB
ekspresija nei lastelés, kurios buvo stimuliuotos LPS. Tai galima paaiskinti tuo, kad
HEK293T Iastelés neturi TLR4 receptoriy, prie kuriy jungiasi LPS molekulés (Quevedo-Diaz
et al., 2010). Panasu, kad poveikis LPS lasteliy ZFB raiskai nedaré reiksmingos jtakos. Kad
buvo maziau ekspresuojama ZFB LPS+ salygomis, gali biiti tik atsitiktinumas. I§ esmés, ZFB
raiSka tur¢jo biiti panasi tieck LPS+, tiek ir LPS- Igstelése.

A549 lasteliy atveju taip pat nebuvo didelio skirtumo esant ir nesant poveikiui LPS.
Paskaic¢iavus nustatyta, kad Iastelése transfekuotose pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-1, pAcGFP-
CCL2-1, pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 vektorinémis sistemomis, suminé ZFB ekspresija buvo
Siek tiek didesné esant poveikiui LPS. Kaip tikeétasi, taip gal¢jo jvykti dél to, nes LPS yra
endotoksinai, jie skatina NF-kB veiksniy aktyvacija (Sakai et al., 2017). Sie veiksniai
intensyviau jungiasi prie savo taikininiy seky, todél gali biiti ekspresuojama daugiau geno-
taikinio produkto. Kadangi tie skirtumai tarp LPS+ ir LPS- Igsteliy nebuvo statistiskai
patikimi, tai galima numanyti, jog prie NF-kB seky gal¢jo jungtis ir kiti transkripcijos
veiksniai ir trukdyti prisijungti branduolio kB veiksniams. Taip jie gal¢jo nulemti gana auksta
bazine ZFB raiska. Palyginus HEK293T ir A549 Iastelése skirtingy reporteriniy sistemy
efektyvuma, buvo paskaiciuota, kad pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 reporteriné sistema
pasizyméjo didZiausia sumine ZFB ekspresija po poveikio LPS. Tagiau §is skirtumas taip pat
nebuvo statistiskai patikimas. pAcGFP-5xNF-«kB-CCL2-2 sistema turéjo 5 sintetines NF-xB
jungimosi sekas ir 2 endogenines, esancias CCL2 promotoriaus sudétyje. Sunku tiksliai
pasakyti dél ko biitent §i vektoriné sistema veike efektyviausiai. pAcGFP-5xNF-xB-CCL2-2
reporteringje sistemoje buvo naudojamas trumpiausias CCL2 promotorius regionas (CCL2-
GFP5) ir tai, galbiit, sumazino tikimybeg prie Sio promotoriaus fragmento jungtis kitiems
transkripcijos aktyvikliams, pavyzdziui, kaip Spl. Taip pat mazesnis endogeniniy NF-kB

jungimosi seky kiekis, galbiit, 1émé¢ ir tai, kad prie $io promotoriaus fragmento maziau jungési
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kiti transkripcijos veiksniai, kurie taip pat turi specifiskuma §ioms sekoms. Zinoma, kad prie
pilno CCL2 promotoriaus GAS ir IRIS sri¢iy dar jungiasi STAT1 baltymas, kuris irgi
kontroliuoja jo veiklg. Palikus tik dvi NF-kB jungimosi sritis, tikétina, kad promotoriaus
veikla buvo reguliuojama tik NF-kB veiksniy (Yoshimura, 2018). Tod¢l Sis konstruktas ir
buvo daugiau specifiskesnis branduolio veiksniams kB. O tai kartu Iémé ir didesng ZFB
baltymo produkcijg. Remiantis kity mokslininky — El-Guendy ir Sinai tyrimu buvo nustatyta,
kad turin&ios ZFB reporterj sistemos ne visada tiksliai atspindi NF-kB kelio veikla. Taip pat,
kad néra pakankama naudoti tyrime tik vieng stimuliatoriy. Tikslingiau yra naudoti abu — tiek
TNF-q, tiek ir LPS (El-Guendy, Sinai, 2008).

D¢l susidariusios situacijos buvo nespéta atlikti dalies suplanuoty darby. Turéjo biiti
sukonstruotos likusios reporterinés sistemos. HCT 116 (laukinio tipo), HCT 116P33933 (p53
baltymo raiska nuslopinta) ir HCT 116 shK (kontrolinés) lastelés turé¢jo biiti transfekuotos tais
paciais trimis vektoriniais konstruktais: pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-1, pAcGFP-5xNF-kB-
CCL2-2, pAcGFP-CCL2-1 ir naujai sukonstruotais, kad jvertinti p53 baltymo jtaka NF-xB
reporteriniy sistemy efektyvumui. Taip pat buvo planuojama istirti reporteriniy sistemy
efektyvumo pokycius paveikus jonizuojancia spinduliuote (JS). Yra Zinoma, kad lastelés,
turincios neveikly p53 yra jautresnés JS poveikiui (Matsui et al., 2001). JS taip pat aktyvina ir
p53, ir NF-«B veiksniy veikima (Ghaleb et al., 2019; Waga et al., 2019). O NF-kB slopina
p53 veikimg ir atvirksciai (Briicher et al., 2019). Iprastai nuslopinus p53 veikla, sveikos
lastelés gali supiktybéti, ypac¢ veikiant JS. Taciau, jei pS3 yra inaktyvuotas véZinése lastelése
ir jos paveikiamos JS, tada Sios lastelés gali neatlaikyti DNR paZzaidy kriivio ir patirti
apoptoze (Kakoti et al., 2019). Sio eksperimento metu tikétina, kad bty aktyvavesi NF-xB
veiksniai visose lgstelése, iSskyrus i$veiklinto p53 HCT 1163353 [gstelés. Tikétina, kad
HCT 116 (laukinio tipo) ir HCT 116 shK lastelése p53 galéty slopinti NF-kB veiklg ir
atvirk§¢iai. Todél HCT 116733P33 turéty daugiau ekspresuoti NF-kB, o tuo tarpu ty lasteliy
turima reporteriné sistema daugiau ZFB baltymo. Gali biiti, kad ir Siose lastelése efektyvesné
biity pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 sistema, kadangi HEK293T ir A549 lasteliy linijose ji buvo
efektyviausia.

Kity vektoriy struktiira taip pat biity patikrinta su RE. Tikétina, kad biity gauti teigiami
rezultatai, kaip ir buvo patikrinus ankstesnes reporterines sistemas. Likusios sistemos biity
transfekuotos i lasteles. D¢l efektyvumo, tikétina, kad kitos sistemos nebiity efektyvesnés uz
pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2, kadangi jos turéty daugiau endogeniniy NF-«xB seky, prie kuriy

gali jungtis ir kiti veiksniai.
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Atlickant FACS analizg biity patikrinta ZFB raiska ir atri§iuojamos lastelés. Daugeliu
transfekcijos atvejy nebuvo ry$kaus ZFB raiskos skirtumo tarp paveikty LPS ir nepaveikty
lasteliy. Tai tikétina, kad FACS metodu galéty biiti nustatyti irgi panasus rezultatai kaip ir
tranfekcijos metu. Galima spéti, kad tarp LPS paveikty ir nepaveikty ZFB ekspresuojanéiy
lasteliy grupiy nebiity ryskiy skirtumy ir FACS metodu.

Vykdant transfekuoty lasteliy selekcija geneticinu, biity galima iSvesti 1asteliy linijas,
kurios turéty aktyvig reporteriy transkripcija ir, galbt, geresnj atsakg i LPS stimuliavima.
Remiantis El-Guendy ir Sinai tyrimu, jiems pavyko transfekuoti lasteliy linija reporterinémis
NF-«B atsako sistemomis ir iSvesti stabiliai jas ekspresuojancig lasteliy linija (El1-Guendy,
Sinai, 2008). Tokios reporterinés Igstelés galéty biiti naudojamos ir kitiems tyrimams.

Apibendrinant, NF-xB reporterinés sistemos gali biiti naudojamos tirti lastelése NF-kB
veiksniy veikla, jy sukeliamus Iastelei poveikius, tokius kaip uzdegiminiai, oksidaciniai ir kiti
procesai. Taciau Siame darbe jy veikimo efektyvumas atsake j LPS neatsiskleidé. HEK293T ir
A549 Igstelése nebuvo statistiskai patikimy ZFB ekspresijos skirtumy tarp stimuliuoty LPS ir
nestimuliuoty lagsteliy. Nors nustatyta, kad efektyviausia yra pAcGFP-5xNF-xB-CCL2-2
reportering sistema, taciau taip pat nebuvo pastebéta statistiskai patikimo skirtumo, esant
poveikiui LPS. Ateityje buty naudinga pakartoti tyrimus ir su kitg lasteliy linija, kad
patvirtinti, ar $iy reporteriniy sistemy atsakas j LPS tikrai néra veiksmingas. Taip pat galima

buty istirti ne tik atsakg i LPS, bet ir | TNF-a dirgiklj.
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ISVADOS

1. Naudoti geny inZinerijos metodai leido sukurti suplanuotos struktiiros NF-kB reporterinius
vektorius, patvirtinti jy strukttrg ir transfekuoti sukurtomis NF-xB sistemomis HEK293T ir
A549 lasteliy linijas.

2. Sukurtos NF-kB atsako reporterinés sistemos néra tinkamos NF-«kB veiksnius

stimuliuojanc¢io LPS poveikio $ias reporterines sistemas turinciose lastelése vertinimui.
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SANTRAUKA

NF-kB veiksniai yra placiai ekspresuojami organizme. Jy funkcijos svarbios jvairiuose
lasteliy procesuose NF-kB uzdegimg skatinantis kelias reguliuoja Simtus geny, jis yra susijes
su jvairiy ligy atsiradimu. Branduolio veiksniy kB pagrindu sukurtos reporterinés sistemos
gali biiti panaudotos skirtingiems tikslams, pavyzdziui, tirti atsakg j LPS.

Siame darbe buvo nagriné¢jamas NF-kB reporteriniy sistemy konstravimas ir
analizuojamas jy efektyvumas HEK293T ir A549 lasteliy linijose. Reporterinés sistemos buvo
sukonstruotos CCL2 ir ELAM promotoriy pagrindu, taip pat panaudoti sintetiniai NF-xB
atsako elementai ir ZFB reporterinis genas. Jo raiska buvo stimuliuota LPS, kuris jjungia NF-
kB kelig. Nustatyta, kad HEK293T lastelése, transfekuotose reporterinémis sistemomis,
suminé ZFB ekspresija (SZE) buvo Siek tiek didesné nesant LPS stimuliacijai. A549 lasteliy
atveju SZE buvo Siek tiek didesné, kai lastelés buvo stimuliuojamos LPS. Iitirta, kad, esant
poveikiui LPS, abiejose lasteliy linijose efektyviausiai veiké pAcGFP-5xNF-«kB-CCL2-2
sistema. Tac¢iau sukonstruotos NF-kB atsako reporterinés sistemos nepasizyméjo efektyvumu,

veikiant lasteles LPS dirgikliais. Tarp sistemy esantys skirtumai nebuvo statistiskai patikimi.
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SUMMARY

NF-«kB factors are broadly expressed in many different cells, they are important in many
cellular processes. NF-kB pro-inflammatory signaling pathway stimulates expression of
hundreds of genes and it has been implicated in many diseases. NF-kB reporter systems can
be used for different purposes, for example to analyse response to the LPS stimulation.

The aim of this study was to design NF-kB reporter systems and analyze their efficiency
using HEK293T and A549 cell lines. These reporter systems were designed based on CCL2
and ELAM promoters. Synthetic NF-kB binding sites, GFP reporter gene were also used in
the design of reporter systems. It is known that LPS stimulates NF-kB activation, thus LPS
was used as an activator to promote GFP expression. It was established that HEK293T cells
showed slightly higher GFP expression without LPS stimulation. However, A549 cell line
showed slightly higher GFP expression when stimulated with LPS. The study also revealed
that pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 reporter system was slightly more effective. Taken together,

NF-«kB reporter systems did not show a significant response to LPS stimulation.
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PRIEDAI

1 lentelé. DNR fragmenty su CCL2 arba ELAM promotoriumi (ir SXNF-kB sekomis)
adauginimui PGR metodu naudoti pradmenys

Promotoriaus kontrukto

pavadinimas (ilgis bp)

Tiesioginis pradmuo/Atvirkstinis pradmuo

CCL2-GFP-1 (825 bp)

TAAGCAGAATCCCCGAAATACTCCTCCACTGC/
TGCTTAGGATCCGAGAGTGCGAGCTTCAGTTTG

CCL2-GFP-2 (238 bp)

GGACTTCCACTTGGTACCAGTGTCTCGTCCTGACCC/
TGCTTAGGATCCGAGAGTGCGAGCTTCAGTTTG

CCL2-GFP-3 (694 bp)

TAAGCAGAATCCTAAAGTTGGGGAATTTACAG/
TGCTTAGGATCCCAGCCTCTCGGTTCCTCTGG

CCL2-GFP-4 (825 bp)

TAAGCAGAATCCCCGAAATACTCCTCCACTGC/
TGCTTAGGATCCGAGAGTGCGAGCTTCAGTTTG

CCL2-GFP-5 (238 bp)

GGACTTCCACTTGGTACCAGTGTCTCGTCCTGACCC/
TGCTTAGGATCCGAGAGTGCGAGCTTCAGTTTG

CCL2-GFP-6 (694 bp)

TAAGCACTCGAGATCTGCGATCGCTGAATTC/
TGCTTAGGATCCCAGCCTCTCGGTTCCTCTGG

5XNF-kB-ELAM (284 bp)

TAAGCACTCGAGATCTGCGATCGCTGAATTC/
TGCTTAGGATCCCTCTGTCTCAGGTCAGTA

2 lentelé. Plazmidés karpymo su RE miSinio komponentai ir jy kiekiai

Karpymo su RE reakcijos miSinys vienam méginiui
Medziaga Galutiné koncentracija mégintuvélyje
Sterilus dejonizuotas vanduo iki 50 ul
10x ,,FastDigest* buferis 1x
,FastDigest™ restriktazés 2ul+2 ul
,,FastAP* 2 ul
Plazmidiné DNR 2ug
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3 lentelé. DNR fragmenty su NF-«kB atsako promotoriaus sekomis karpymo su RE
komponentai ir jy kiekiai

DNR karpymo su RE reakcijos miSinys vienam méginiui
Medziaga Galutiné koncentracija
mégintuvélyje
Sterilus dejonizuotas vanduo iki 30 u/
10x ,,FastDigest* buferis 1x
,FastDigest™ restriktazés Lul+1 ul
DNR 0,2 ug

1 pav. ZFB baltymo ekspresija HEK293T lastelése, pra¢jus 24 val. po transfekcijos. Lastelés
transfekuotose pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-1 reporterine sistema. Kairéje paveikslélio dalyje
vaizduojamos balta Sviesa apsviestos lastelés, desingje — tik 475 nm ilgio bangomis apSviestos

lastelés. A —nepaveiktos LPS Iastelés, B — paveiktos LPS Igstelés
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2 pav. ZFB baltymo ekspresija HEK293T lastelése, pragjus 24 val. po transfekcijos. Kairéje

paveikslélio dalyje vaizduojamos balta Sviesa apSviestos lastelés, deSinéje — tik 475 nm ilgio

bangomis apsviestos lastelés. A — transfekuotos pAcGFP-5xNF-«B-CCL2-1 vektoriumi, B —
transfekuotos pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2 vektoriumi, C — transfekuotos pAcGFP-5xNF-«kB-
ELAM vektoriumi
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3 pav. ZFB baltymo ekspresija A549 Iastelése, transfekuotose pAcGFP-5xNF-kB-CCL2-2
vektoriumi, paveikus LPS. Kairéje paveikslélio dalyje vaizduojamos balta Sviesa apSviestos
lastelés, desinéje — tik 475 nm ilgio bangomis apsviestos lastelés. A — praéjus 24 val. po
transfekcijos, B — praéjus 48 val. po transfekcijos

4 pav. ZFB baltymo ekspresija A549 lastelése, transfekuotose pAcGFP-CCL2-1 vektoriumi,
72 val. po transfekcijos. Kair¢je paveikslélio dalyje vaizduojamos balta Sviesa apSviestos
lastelés, desinéje — tik 475 nm ilgio bangomis apsviestos lastelés. A — paveiktos LPS lastelés,
B — nepaveiktos LPS lastelés
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5 pav. ZFB baltymo ekspresija A549 lastelése, transfekuotose pAcGFP-CCL2-1 vektoriumi,
72 val. po transfekcijos. Kair¢je paveikslélio dalyje vaizduojamos balta Sviesa apSviestos
lastelés, desinéje — tik 475 nm ilgio bangomis apsviestos lastelés. A — paveiktos LPS lastelés,
B — nepaveiktos LPS lastelés

6 pav. ZFB ekspresija A549 Iastelése, pracjus 72 val. po transfekcijos, paveiktos LPS.
Lastelés transfekuotos pAcGFP-5xNF-kB-ELAM vektoriumi. Kairéje paveikslélio dalyje
vaizduojamos balta Sviesa apsviestos lastelés, desSingje — tik 475 nm ilgio bangomis apSviestos
lastelés
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