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[VADAS

Nedvejojant galima teigti, jog lastelés yra pamatinis gyvybés vienetas
[1]. Itin svarbus zingsnis siekiant pazinti Zmogaus lasteliy biologija
buvo Zzmogaus genomo sekos nustatymas [2]. Taciau jau nuo ankstyvy
zmogaus genomo projekto dieny buvo aisku, jog Si informacija nebus
pakankama siekiant suprasti lgsteliy biologine jvairove Zmogaus
organizme — visos vieno organizmo lastelés turi tg paciag DNR seka.
Analizuoti lgsteliy jvairove yra kur kas parankiau tyrinéjant juy
transkriptomg. Bitent §i informacija gali atskleisti aktyvias genomo
dalis bei funkcinius molekulinius junginius, atsakingus uZz lgsteles
fenotipg.  Transkriptomo analizés galimybés pirma kartg
pademonstruotos 1995 metais [3]. Kitas svarbus postiimis $ioje srityje
jvyko 2009 metais, kai mokslininkai pristat¢ pavieniy lgsteliy
transkriptomo analizés technologija [4]. Ankstyvieji pavieniy lasteliy
tyrimai buvo brangiis ir imliis darbui. Todél pagristai galima teigti, jog
technologija buvo nepraktiska ir neprieinama daugeliui tyréjy.
Esminis technologinis proverzis pavieniy lasteliy analizés srityje
ivyko tik visai neseniai — 2015 metais buvo pristatyta laseliy
mikroskysCiais paremta pavieniy lasteliy transkriptomo analizés
platforma [5, 6]. Si technologija jgalino tyréjus nebrangiai ir
nesudétingai analizuoti deSimc¢iy tikstanCiy pavieniy lasteliy
transkriptomus vieno eksperimento metu. Tokios metodikos savybés
atvéré iki tol nejsivaizduojamas sudétingy biologiniy organizmy
analizés galimybes. Nenuostabu, jog netrukus vienas po kito seké
atradimai: nustatytas naujas dendritiniy lasteliy tipas Zmogaus
organizme, atrastas lgsteliy tipas, atsakingas uz cistinés fibrozes
i§sivystyma, bei sudaryti jvairiy audiniy atlasai, parod¢ iki tol
nezinomus naujus lasteliy tipus. Sie pavieniy lasteliy transkriptomo
analizés taikymai jrodé tokiy tyrimy svarba ir paskatino Zmogaus
Lasteliy Atlaso konsorciumo subirimg. Sios iniciatyvos tikslas —
sukurti visy zmogaus organizmo lgsteliy atlasa ir atverti nauja
zmogaus biologijos pazinimo puslapj [7, 8]. Vis délto, siekiant



pavieniy lgsteliy tyrimus pritaikyti ne tik fundamentiniuose tyrimuose,
bet ir medicinos praktikoje, metodikos turi buti tobulinamos. I$
technologinés perspektyvos svarbu padidinti jy efektyvuma, sumazinti
tyrimy kaing bei supaprastinti eksperimento eigg. Nepaisant to, jau
Siandien yra aisku, jog pavieniy lasteliy analizeé, leidzianti daug
detaliau pazvelgti i sudétingas biologines sistemas, neabejotinai
prisidés prie svarbiy atradimy.

Lastelés biisena yra dinamiska ir gali kisti priklausomai nuo jvairiy
veiksniy. Vienas i$ jdomiy ir gerai istirty lasteliy bisenos pokyc¢iy yra
epiteliniy lasteliy virsmas mezenchiminémis (EMT). Tai yra
nuoseklus procesas, kurio metu Igstelés kardinaliai pakeicia savo
biiseng ir fenotipg ir i3 sésliy tampa judriomis. Zmogaus organizme §is
virsmas yra stebimas jvairiy procesy metu ir pagal tai yra skirstomas j
tris tipus [9, 10]. Pirmojo tipo virsmas yra svarbus embriogenezés
uztikrinimui. Antrojo tipo EMT stebimas zaizdy gijimo metu. Sutrikus
Siam procesui gali i$sivystyti audiniy fibrozés patologijos. Treciojo
tipo virsmas nustatomas véziniame audinyje, kur jis daro jtakg naviko
susiformavimui bei metastaziy pasklidimui po organizma. Bitent Sis
EMT tipas pastaraisiais deSimtmeciais sulaukia vis daugiau
susidoméjimo. D¢l svarbaus vaidmens vézio vystymesi EMT yra
patrauklus taikinys naujoms gydymo terapijoms ir vaistams [11].
Taciau, nepaisant to, jog procesas yra detaliai tiriamas jau vir§ 30
mety, jo kompleksiSkumas ir variabilumas riboja praktinj sukaupty
ziniy pritaikyma medicinoje.

EMT virsmas yra tik vienas i§ daugelio procesy svarbiy vézio
biologijoje. D¢l didelés lasteliy tipy jvairovés ir kompleksinés jy
tarpusavio sgveikos, vézinj navika pagristai galima laikyti sudétinga
biologiné sistema. Siame darbe tirtas kriities véZys yra dazniausias
moterims diagnozuojamas vézio tipas [12]. Skai¢iuojama, jog virs 2,1
milijono motery §i liga buvo diagnozuota 2018 metais ir net 600000
pacienciy pralaiméjo kova su liga [13]. Be to, yra stebimas 3,1%
metinis §io vézio atvejy augimas pasauliniu mastu [14]. ISsamiy
tyrimy déka yra zinoma, jog kriities vézys — tai heterogeniska liga.
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Didel¢ naviky jvairové yra nulemiama plataus genetiniy mutacijy,
susijusiy su Sia patologija, spektro. Nepaisant to, daugeliu atvejy
egzistuoja veiksmingos gydymo strategijos. Nustacius liga ankstyvoje
stadijoje, iki 70-80% pacienciy yra iSgydomos. TacCiau kriities vézj
aptikus vélyvoje stadijoje (susidarius metastazéms) liga yra laikoma
neiSgydoma, o vidutiné pacienty gyvenimo trukmé yra tik 2-3 metai
[15]. Akivaizdu, jog vélyvos stadijos kriities vézio gydymas islieka
itin aktualia problema. Viena i$ naujy ir daug zZadanciy vézio gydymo
strategijy yra imunoterapija. Todél pastaruoju metu krities vézio
imunologijos tyrimai sulaukia didesnio démesio. Taciau nepaisant to,
jog Siandien jau yra daug zZinoma apie atskirus imuniniy lgsteliy tipus
kriities veézio kontekste, bendras paveikslas iSlieka neaiskus. Be to, yra
stebimas didelis imuniniy lasteliy populiacijy variabilumas tarp
skirtingy pacienty ir skirtingy kriities vézio tipy [16]. Sisteminiy Ziniy
trukumas tiesiogiai riboja s€kminga imunoterapijos taikyma kruties
vézio gydymui.

Darbo tikslas
Optimizuoti laseliy mikroskys¢iy technologija paremta auksto

nasumo pavieniy lasteliy transkriptomo analizés metoda ir taikyti ji
sudétingy biologiniy sistemy tyrimui.



Uzdaviniai

e Aprasyti detaly laseliy mikroskysCiy technologija paremto
aukSto nasumo pavieniy Iasteliy transkriptomo analizes
metodo taikymo protokola.

e Optimizuoti pavieniy lgsteliy transkriptomo sekoskaitos
bibliotekos paruosimo procesa.

e  Charakterizuoti EMT virsma, tiriant HMLE lasteliy modeling
sistema.

e Nustatyti ir patvirtinti ZEB1 transkripcijos faktoriaus taikinius
EMT virsmo metu.

e Sudaryti krties vézio pacienty imuniniy lgsteliy atlasg.

e Charakterizuoti imunines lgsteles, aptinkamas kriities véZzio
navikuose.

Mokslinis naujumas

Siame darbe pirma kartg i$samiai aprasytas laseliy mikroskyséiy
technologija paremtas auk$to naSumo pavieniy lgsteliy transkriptomo
analizés metodo (scRNA-Seq) protokolas. Sis metodas pavadintas
»~inDrops®, o apraSyta procedira buvo pristatyta aukSto lygio
moksliniame Zurnale. Tai gerokai padidino technologijos sklaida ir
jgalino mokslininkus, neturincius patirties Sioje srityje, atlikti pavieniy
lasteliy tyrimus. Be to, Siame darbe pristatomos inDrops metodo
optimizacijos leidzia iki 10-ies karty padidinti i§ pavieniy lasteliy
nustatomy transkripty skaiiy, lyginant su pradine metodo versija.
Taip pat, apraSytos optimizacijos leidZia sumazinti analizés kastus, kas
yra svarbu vykdant didelés apimties tyrimus. Siame darbe pristatomi
rezultatai yra aktuallis ne tik inDrops metodui, bet ir platesniame
pavieniy lasteliy transkriptomo technologijy kontekste, kadangi
dauguma skirtingy metody turi bent keleta vienody techniniy zingsniy.



Tolesniame darbo etape scRNA-Seq metodika buvo taikoma
analizuojant kompleksinj biologinj procesg, naudojant modeling
sistemg. Tiriant HMLE lasteliy modeling sistemg, EMT virsmas buvo
pirmg kartg charakterizuotas pavieniy lgsteliy lygmenyje.
Atsizvelgiant | scRNA-Seq technologijos naujuma, pirmame darbo
etape buvo siekiama jvertinti, ar pavieniy lasteliy transkriptomo
analiz¢ leidzia aptikti jau Zinomas biologines sistemos savybes (pvz.:
konkreciy geny tinkly aktyvacijg). Tyrimo rezultatai leidzia teigti, jog
scRNA-Seq technologija patikimai charakterizuoja tiriamg sistema.
Be to, darbo metu surinkti duomenys leido patvirtinti iki Siol
diskutuojama hipotezg, jog epitelinés lastelés pirma jgyja kamieniniy
lasteliy fenotipg, o tik po to tampa mezenchiminémis lastelémis.
Vienas i$ technologiniy taikyto metodo trukumy yra duomeny retumas
— nustatoma tik dalis (iki 30%) kiekvienos Iastelés transkriptomo
informacijos. Dél Sios savybés silpnos geny sgveikos gali bati sunkiai
pastebimos pradiniuose duomenyse. Disertacijoje pristatomi rezultatai
pirma kartg parodo, jog $i problema gali biiti sprendziama praturtinant
duomenis, taikant difuziniy zemélapiy (angl/. diffusion maps)
algoritmus. Tokiu btidu praturtinti duomenys buvo panaudoti tiksliam
kertinio transkripcijos faktoriaus EMT procese — ZEBI taikiniy
nustatymui. Rezultatai atskleidé iki Siol neparodyta geny tinkly,
formuojanciy EMT virsma, jvairove ir leido tiksliai nustatyti iki Siol
neaprasytus ZEBI1 transkripcijos faktoriaus aktyvacijos taikinius.
Tokia analizés strategija gali biiti placiai pritaikoma, nes nereikalauja
papildomy méginio manipuliacijy. Si savybé yra itin patraukli
analizuojant klinikinius méginius, o tokie tyrimai galéty palengvinti
naujy vaisty taikiniy atradima jvairiy ligy kontekste.

Parodzius, jog pavieniy lasteliy transkriptomo analizé¢ gali biiti
sékmingai taikoma sudétingy biologiniy sistemy tyrimams, buvo
vykdomi klinikiniy méginiy tyrimai. Bendradarbiaujant su MSKCC
(JAV) gydytojais pirma kartg parengtas krities véZio pacienty
imuniniy lasteliy atlasas. Sj atlasg sudaro 62000 pavieniy lasteliy,
surinkty 1§ astuoniy pacienty, analizuojant keturis audinius: sveikg bei
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vézin] kriities audinj, kraujg bei limfmazgj. Tyrimo rezultatai atskleidé
itin didele jgyto bei jgimto imuniteto Igsteliy jvairove. Disertacijoje
pristatomi duomenys patvirtina kity mokslininky apraSoma imuniniy
lasteliy sudéties variabiluma tarp skirtingy pacienty bei audiniy. Be to,
nustatyta, jog T lasteliy fenotipiné jvairove navike yra gerokai didesné
lyginant su sveiku kriities audiniu. Atlikti tyrimai leidzia manyti, jog
lokaliy niSy jvairové vézio mikroaplinkoje atlicka svarby vaidmenj
formuojant organizmo imuninj atsaka j navikg. Trys pagrindiniai
veiksniai, lemiantys T lasteliy fenotipinés jvairovés padidéjima, yra T
lasteliy aktyvacija, terminaliné diferenciacija bei hipoksija. Be to,
nustatyta, jog T lastelés geny raiskos erdvéje iSsidésto tolydziai pagal
aktyvacijos potencialg. Tokie tyrimo rezultatai prieStarauja
nusistovéjusiam modeliui, teigianc¢iam, jog aktyvacijos metu T
lastelés diskreciai pereina nuo vieno iki kito aiskiai iSreiksto stabilaus
fenotipo (pvz.: reguliacinés T lgstelés, atminties T lgsteles, efektorinés
T lastelés ir kt.). Rezultaty aktualumg pabrézia ir tai, jog panasios
hipotezés buvo neseniai pristatytos autoimuninés ligos kontekste [17].
Taip pat darbo metu parodyta, jog makrofagy poliarizacijos buisenos
néra viena kitai prieStaraujancios — lastelés gali biiti tarpinése bei
suminése poliarizacijos biisenose. Sie duomenys papildo pastaruoju
metu keliamas naujas hipotezes apie makrofagy poliarizacija.
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Disertacijoje pristatomi teiginiai:

e Laseliy mikroskysCiy technologija paremto auksto naSumo
pavieniy lasteliy transkriptomo analizés metodo efektyvumas
gali buti padidinamas optimizuojant atskirus protokolo
zingsnius.

e Duomeny praturtinimo algoritmai gali efektyviai atkurti geny
sgveiky informacija i§ rety pavieniy lgsteliy transkriptomo
duomeny.

e Pavieniy lgsteliy transkriptomo analizé leidzia tiksliai nuspéti
transkripcijos faktoriy aktyvacijos taikinius.

e Audiniy mikroaplinka formuoja imuniniy lasteliy fenotipines
biisenas.

e Kriities vézio navikuose aptinkamy T Iasteliy fenotipiniy
bliseny visuma yra tolydi, o ja formuoja lokalios naviko
mikroaplinkos niSos.

Disertacijos turinys:

Disertacija parengta angly kalba ir susideda i§ Siy daliy:
santrumpy sarasas, jvadas, mokslinio naujumo apraSymas, literatiiros
apzvalga, naudoty metody sarasas, rezultatai ir jy aptarimas, iSvados,
publikacijy disertacijos tema sarasas (3 publikacijos, 5 praneSimai
mokslinése konferencijose), padéka bei literatiros sarasas (397
Saltiniy). Disertacijoje yra pateikiami paveikslai (27) bei lentelés (18).
Disertacijg sudaro 138 puslapiai.
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METODAI

Pavieniy lasteliy transkriptomo barkodavimas

Pavieniy lgsteliy transkriptomas buvo barkoduojamas naudojant
lageliy mikroskys¢iy platforma. Sis procesas susideda i§ trijy atskiry
daliy: i) mikroskys¢iy lusto ruosimo, ii) barkoduojanciy hidrogeliniy
rutuliuky (BHR) ruo$imo ir iii) pavieniy lasteliy transkriptomo
barkodavimo mikroskys¢iy laseliuose. Mikroskys¢iy lustai buvo
ruoSiami pagal anksCiau apraSyta metodikg [18]. Detalus protokolas,
apimantis barkoduojanciy hidrogeliniy rutuliuky ruo$ima bei pavieniy
lasteliy  transkriptomo barkodavimg mikroskysciy laSeliuose,
pateikiamas darbo metu parengtoje publikacijoje [19]. Tyrimo metu
naudoti mikroskysciy lusty t¢kmés greiciai pateikiami 1-oje lentelgje.
Tyrimo metu naudotos pavieniy lgsteliy transkriptomo barkodavimo
reakcijos salygos laSeliuose pateikiamos 2-oje lenteléje. Siekiant
sumazinti techninj variabilumg mikroskys¢iy lustai ir BHR buvo
ruoSiami  partijomis ir naudojami  keliuose = scRNA-Seq
eksperimentuose.

Lentelé 1. Darbo metu mikroskysc¢iy lustuose naudoti tékmés greiciai.

Reagentas Tékmés greitis
Hidrogeliniy rutuliuky sintezé

Akrilamido ir pradmeny miSinys 900 pl/val.
Mikroskysciy alyva 1800 pl/val.

Pavieniy lgsteliy transkriptomo barkodavimas
Pavieniy lasteliy suspensija 250 pl/val.
AT-lizés reagentai 250 pl/val.
Barkoduojantys hidrogeliniai rutuliukai 80+10 pl/val.
Mikroskysc¢iy alyva 700 pl/val. — 900 pl/val.
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Lentelé 2. Darbo metu naudotos transkriptomo barkodavimo reakcijos salygos.

AT fermentas Reakcijos salygos laseliuose Temp'e:aturlms
réZimas
37,6 mM KCl, 45 mM NaCl, 5,8
mM MgCly, 54 mM Tris-HCI [pH Reakcijos
8,0], 0,3 mM KH,POy, 0,87 mM iniciacija:
SuperScript 111 Na,HPOy, 0,4% (v/v) Igepal-CA630, 1 min 60°C
(Invitrogen, cat. 0,017% (v/v) BSA, 3.9% (v/v) AT reakcija:
no. 18080044) Optiprep, 2,17 mM DTT, 0,44 mM 2 val 50°C
dNTPs, 1,16 U/ml RiboLock RNaziy Inaktyvacija:
slopiklis ir 10,4 U/ml SuperScript-I11 15 min 70°C
AT fermentas
9,8 mM KCl, 45 mM NaCl, 0,4 mM
MgCl, 6,5 mM Tris-HCI [pH 8,0],
0,3 mM KH2P04, 0,87 mM
. Na,HPO4, 0.4% (v/v) Igepal-CA630, AT reakcija:
gzlv’leti;ftcz 0,017% (v/v) BSA, 3,9% (v/v) 60 min 50°C
no. 8090 0’1 0) Optiprep, 0,435 SSIV RT buffer, Inaktyvacija:
2,17 mM DTT, 0.44 mM dNTPs, 10 min 80°C
1,16 U/ml RiboLock RNaziy
slopiklis ir 10,4 U/ml Maxima H
minus AT fermentas
43 mM KCl, 45 mM NaCl, 1,7 mM
MgCl,, 28 mM Tris-HCI [pH 8,0],

. . 0,3 mM KH2P04, 0,87 mM .
Ma"(?;eljnfmus Na;HPO4, 0,4% (v/v) Igepal-CA630, :OT ;‘jzksc (’)J“ .
Scientific, cat. no. 0’(.)17% (v/v) BSA, 3,9% (v/v) Inaktyvacija:

EPO7’51) Optiprep, 4,4 mM DTT, 0,44 mM 10 min 80°C

dNTPs, 1,16 U/ml RiboLock RNaziy

slopiklis ir 10,4 U/ml Maxima H
minus AT fermentas
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Sekoskaitos bibliotekos ruosSimas

Darbo metu pavieniy Igsteliy transkriptomo analizés sekoskaitos
bibliotekos buvo ruoSiamos remiantis protokolu, pateikiamu darbo
metu parengtoje publikacijoje [19]. Sekoskaitos bibliotekos ruoSimas
susideda i$ keleto atskiry zingsniy. Po pavieniy lgsteliy transkriptomo
barkodavimo reakcijos emulsija padalinama j atskirus méginius, kuriy
kiekviename yra po ~3000 pavieniy lgsteliy. Toliau emulsija
suardoma ir apjungta kKDNR valoma nuo hidrogeliniy rutuliuky,
reakcijos metu nepanaudoty pradmeny bei susidariusiy pradmeny
dimery. ISvalyta kDNR yra naudojama antros grandinés sintezes
(AGS) reakcijoje, o gautas produktas dauginamas in vitro
transkripcijos  (IVT) reakcijos pagalba. Padauginta RNR
fragmentuojama ir atvirkstinés transkripcijos (AT) reakcijos metu
konvertuojama i DNR bibliotekg. Toliau §i yra padauginama ir
pridedamos sekoskaitai reikalingos specifinés sekos. Viso proceso yra
du kartus atliekama bibliotekos kokybés kontrolé vertinant bibliotekos
sudéti pagal molekuliy dydzius. Kokybés kontrolés kriterijus
atitinkanti biblioteka yra naudojama sekoskaitai atlikti. Darbo metu
buvo papildomai optimizuojami atskiri metodikos zingsniai, atlickami
iki bibliotekos padauginimo.

Sekoskaita

Darbo metu paruosty biblioteky sekoskaita buvo atliekama
[lumina kompanijos sekoskaitos prietaisais MiSeq, NextSeq 550 ir
HiSeq2500, naudojant ,FastQ Only“ rezima bei suderinamus
sekoskaitos reagentus. Visais atvejais buvo atlickama abiejy
molekulés galy sekoskaita (angl. paired end). Dél skirtingy prietaisy
savybiy sekoskaitos nuskaitymy ilgis varijavo tarp skirtingy
eksperimenty, taciau visais atvejais pirmojo nuskaitymo ilgis buvo
>51bp, o antrojo — =35bp. Visy sekoskaitos eksperimenty metu
pirmojo nuskaitymo sekoje buvo lastelés barkodo bei molekulés
zymens informacija, o antrojo — konkretaus transkripto sekos
informacija.
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Duomeny analizé

Darbo metu taikyta duomeny analizés procesa galima skirstyti |
dvi dalis: 1) pradinis duomeny apdorojimas ir ii) specifiniy algoritmy
taikymas. Pradiniam duomeny apdorojimui buvo naudojama SEQC
analizés platforma, kurios veikimo principas detaliai apraSytas vienoje
i$ publikacijy disertacijos tema [20]. SEQC platformos rezultatas yra
lasteliy ir geny matrica, aprasanti visas vieno eksperimento metu tirtas
lasteles. Toliau §i matrica buvo filtruojama paSalinant: i) negyvas
lasteles (mtRNR >20%)), ii) Zemo kompleksiskumo lasteles (remiantis
zemu nustatytu unikaliy geny kiekiu, lyginant su visomis vienai
lastelei priskiriamomis molekulémis) ir iii) triukSmingus barkodus
(remiantis histograma, apibendrinancia su kiekvienu barkodu
susijusiy transkripty kiekj). Taip apdoroti duomenys buvo pateikiami
kompiuteriniams algoritmams tolesnei tikslinei analizei. Darbo metu
duomeny analizei naudoty algoritmy sarasas pateikiamas 3-oje
lenteléje.

Lentelé 3. Darbo metu naudoti duomeny analizés algoritmai ir trumpas jy
aprasymas.

Algoritmas Trumpas apibiidinimas Saltinis

EMT duomeny analizé

MAGIC Duomeny praturtinimas [21]
Principal Convex

Hull Analysis Archetipy identifikavimas [22]
(PCHA)

kNN-DREMI Geny koreliacijy jvertinimas [21]
DREVI Geny tinkly identifikavimas [21]

Krities imuniniy lasteliy analizé

Biscuit Duomeny praturtinimas ir grupavimas [20]
Phenograph Duomeny grupavimas [23]
t-SNE Duomeny vizualizacija [24]
Diffusion maps Pagrindiniy komponenciy nustatymas [25]
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Lentelé 4. Pradmeny, naudoty kPGR tyrime, sekos. RNR kiekio matavimy
duomenys yra specifiniai K562 lasteléms. Duomenys i§ Human Protein Atlas
duomeny bazes.

AP e SantyKinis
Genas Tiesioginio pradmens seka AtvirkStinio pradmens seka RNRykiekis
ACTB CGCCGCCAGCTCACC TCTCCATGTCGTCCCAGTTG 1137
VIM CGGGAGAAATTGCAGGAGGA TCTTGGCAGCCACACTTTCA 508
B2M CTCACGTCATCCAGCAGAGAA ~ TGCTTACATGTCTCGATCCCAC 185
TGFB1 TACCTGAACCCGTGTTGCTC CCGGTAGTGAACCCGTTGAT 58
STAT3 GGAGAAACAGGATGGCCCAA ACCTGCTCTGAAGAAACTGCT 52
AKTI1 AAGTCATCGTGGCCAAGGAC GTTCTCCAGCTTGAGGTCCC 42
SMAD2 GTTCCTTTCCTCCTCCGCTC CTTGTATCGAACCTCCCGGC 30
EGFR CGAATGGGCCTAAGATCCCG CCCTTATACACCGTGCCGAA 0
Kiekybiné PGR

Darbo metu buvo méginiai iki bibliotekos padauginimo zingsnio
buvo lyginami atliekant kiekybine polimerazés grandining reakcija
(kPGR) pagal gamintojo rekomendacijas (Thermo Scientific, cat. no.
K0222). Tyrimo metu buvo matuojami astuoni skirtingi genai. Jy
raiSkos lygis ir naudoty pradmeny sekos pateikiamos 4-oje lentel¢je.

AT fermenty palyginimas

Darbo metu buvo vertinami trys skirtingi AT fermentai:
SuperScript III (Invitrogen, cat. no. 18080044), SuperScript IV
(Invitrogen, cat. no. 8090010) bei Maxima H minus (Thermo
Scientific, cat. no. EP0751). Fermenty efektyvumo tyrimai buvo
atlickami analizuojant pavieniy lgsteliy transkriptomus scRNA-Seq
platformoje pagal aprasyta metodika.

KkDNR valymo metody palyginimas
Darbo metu buvo vertinamos dvi skirtingos kDNR valymo
metodikos. Pirmas Zingsnis abiejy metodiky atveju yra vienodas —
hidrogeliniai rutuliukai yra paSalinami AT reakcijos miSinj
centrifuguojant 1 min 1000 g. greiciu per kolonéle (Zymo, cat. no.
16



C1004-50). Kitu Zingsniu reakcijos metu nesunaudoti pradmenys bei
susidar¢ pradmeny dimerai yra pasSalinami fermentinés DNR
hidrolizés pagalba. Reakcija vykdoma 80 pl tiryje naudojant 1 pl Exol
(Thermo Scientific, cat. no. EN0581), 2 ul Hinfl (Thermo Scientific,
cat. no. FD0804) bei 0,5 ul FastAP (Thermo Scientific, cat. no.
EF0654) fermenty, ir 0,5x FD komercinj buferi (Thermo Scientific,
cat. no. B64). Po reakcijos miSinys yra valomas AMPure reagentu
(Beckman Coulter, cat. no. A63881), naudojant 1,2x tiirio santykj.
Kito metodo atveju fermentin¢ hidrolizé nebuvo vykdoma, o AT
reakcijos miSinys buvo skiedziamas iki 100 pl galutinio tdirio ir
valomas AMPure reagentu, naudojant skirtingus tiirio santykius.
kDNR valymo metodiky efektyvumo tyrimai buvo atliekami
analizuojant pavieniy lasteliy transkriptomus scRNA-Seq platformoje
pagal apraSytg metodika.

Antros grandinés sintezés reagenty palyginimas

Darbo metu buvo vertinamos dvi skirtingos AGS reakcijos
miSinio sudétys. Vienu atveju buvo naudojamas komercinis reagenty
rinkinys (NEB, cat. no. E6111S) ir reakcija buvo vykdoma 20 pl
tiryje, pridedant po 1 pl kiekvieno rinkinyje esancio komponento.
Kitu atveju buvo naudojami atskiri komerciskai prieinami reagentai.
Analogiskai, reakcija buvo vykdoma 20 pl tiiryje naudojant 1x SSB
reakcijos buferj (Thermo Scientific, cat. no. 10812014), 0,133 ul DNR
Poll (Thermo Scientific, cat. no. EP0041), 0,133 ul T4 DNR ligazés
(Thermo Scientific, cat. no. EL0012) ir 0,533 pl RNazés H (Thermo
Scientific, cat. no. EN0202) fermentus bei 200 uM dNTP. Skirtingy
AGS reakcijy sudéciy efektyvumo tyrimai buvo atlickami
analizuojant pavieniy lasteliy transkriptomus scRNA-Seq platformoje
pagal apraSytg metodika.
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IVT reagenty palyginimas

Darbo metu buvo vertinami du skirtingi komerciskai prieinami
reagenty rinkiniai IVT reakcijai: HiScribe T7 (NEB, cat. no. E2040S),
TranscriptAid T7 (Thermo Scientific, cat. no. K0441). Abiem atvejais
IVT reakcija buvo vykdoma 80 ul tiryje, naudojant 20 pul AGS
reakcijos produkto ir laikantis gamintojo rekomendacijy. Skirtingy
IVT rinkiniy efektyvumo tyrimai buvo atliekami analizuojant
pavieniy lasteliy transkriptomus scRNA-Seq platformoje pagal
aprasyta metodika.

K562 lasteliy kultivavimas ir pavieniy lasteliu barkodavimas

Darbo metu buvo naudojama komerciskai prieinama K562 Igsteliy
linija (ATCC, kat. nr. CCL-243). Lastelés buvo auginamos 25cm?
ploksc¢iadugnése kolbelése (Corning, cat. no. 430639), naudojant
IMDM terpe (Gibco, cat. no. 12440053), papildyta 10% FBS (Gibco,
cat. no. 10270-106) bei 1x Pen-Strep (Gibco, cat. no. 15140122).
Darbo metu lIgstelés buvo kultivuojamos, kol pasiekia 80% tankij
(vidutiniskai 2-3 dienas) ir skiedziamos santykiu 1:6, atlikus lgsteliy
centrifugavima 5 min 500g ir perkeliant | SvieZig terpg.

Atliekant scRNA-Seq eksperimentus, K562 lIastelés buvo
auginamos, kol pasieké 70% tankj. Toliau buvo vertinamas lgsteliy
gyvybingumas naudojant tripano mélio daza. Visy eksperimenty metu
buvo naudojami lgsteliy méginiai, kuriy gyvybingumas virSijo 95%.
Pries atliekant pavieniy lasteliy transkriptomy barkodavima, 1gsteles
buvo tris kartus plaunamos 5ml 1x PBS (Gibco, cat. no. 20012027) ir
skiedziamos iki 140 000 lasteliy/ml galutinés koncentracijos. Paruosta
lasteliy suspensija buvo praturtinama 16% (v/v) Optiprep (Sigma-
Aldrich, cat. no. D1556) ir 0,05% (w/v) BSA (Carl Roth, cat. no.
8076.2) ir naudojama sckoskaitos bibliotekos optimizavimo
eksperimentuose apraSytuose auksSciau. Viso proceso metu lgsteliy
méginiai buvo laikomi +4°C temperatiiroje.
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HMLE lasteliy kultivavimas ir EMT virsmo indukavimas

Darbo metu buvo naudojamos HMLE Iasteliy linijos gautos i$
prof. Robert Weinberg laboratorijos (MIT, JAV). Visos HMLE
lasteliy linijos buvo auginamos 10cm skersmens I¢kstelése (Corning,
cat. no. 430167), naudojant MEGM terp¢ (Lonza, cat. no. CC-3051).
Darbo metu lastelés buvo kultivuojamos, kol pasieké 80% tankj
(vidutiniskai 2-3 dienas) ir skiedziamos santykiu 1:7. Visais atvejais
lastelés disocijuojamos nuo pavirSiaus naudojant TrypLE Express
reagentg (Gibco, cat. no. 12604013), laikantis gamintojo nuorody.

EMT virsmas buvo indukuojamas lasteliy augimo terpe
praturtinant Sng/ml TGF-B1 (PeproTech, cat. no. 100-21). Taip pat
EMT virsmas buvo indukuojamas, naudojant HMLE lasteliy linija,
pasizymin¢ig padidinta ZEBI geno raiska. ZEBI geno raiSka
indukuojama augimo terpe praturtinant 1 pg/ml doksiciklinu (Sigma,
cat. no. D3447).

EMT méginiy pavieniy lasteliy barkodavimas

Atliekant scRNA-Seq eksperimentus HMLE lastelés buvo
auginamos, kol pasieké 70% tankj. Toliau buvo vertinamas lasteliy
gyvybingumas naudojant tripano mélio dazg. Visy eksperimenty metu
buvo barkoduojami lgsteliy méginiai, kuriy gyvybingumas virsijo
90%. Prie§ atliekant pavieniy lasteliy transkriptomy barkodavima,
lastelés buvo tris kartus plaunamos 5ml 1x PBS (Gibco, cat. no.
20012027) ir skiedziamos iki 140 000 lasteliy/ml galutinés
koncentracijos. Toliau, paruosta lasteliy suspensija praturtinama 16%
(v/v) Optiprep (Sigma-Aldrich, cat. no. D1556) ir 0,05% (w/v) BSA
(Carl Roth, cat. no. 8076.2) ir pavieniy lgsteliy transkriptomai
barkoduojami aprasyta metodika. Viso proceso metu lgsteliy méginiai
buvo laikomi +4°C. Barkodavimo reakcijos detalés taip pat
pateikiamos publikacijoje disertacijos tema [21].
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Kriities véZio pacienty méginiy pavieniy Iasteliy
barkodavimas

Krities vézio pacienty méginiai renkami pirminés operacijos
metu, laikantis etikos standarty. Méginiai buvo disocijuojami pagal
poreikj ir, naudojant tékmeés citometrijos prietaisus, atrenkamos
imunineés lastelés pagal CD45 Zymen;. Pries atlickant pavieniy lasteliy
transkriptomy barkodavima, lgstelés buvo du kartus plaunamos 1ml
Ix PBS (Gibco, cat. no. 20012027) ir skiedziamos iki 140 000
lasteliy/ml galutinés koncentracijos. Toliau, paruosta Igsteliy
suspensija praturtinama 16% (v/v) Optiprep (Sigma-Aldrich, cat. no.
D1556) ir 0,05% (w/v) BSA (Carl Roth, cat. no. 8076.2) ir pavieniy
lasteliy transkriptomai barkoduojami aprasyta metodika. Viso proceso
metu Igsteliy méginiai buvo laikomi +4°C. Barkodavimo reakcijos
detalés taip pat pateikiamos publikacijoje disertacijos tema [20].
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Disertacijoje pristatomi rezultatai yra suskirstyti j tris tematines
dalis. Pirmoje dalyje yra pristatomi inDrops metodo tyrimai bei
protokolo optimizacijos, leidusios pasiekti Zenkly efektyvumo
padidinimg. Antroje dalyje yra nagrin¢gjamas EMT virsmas HMLE
(kriities vézio lastelés) modelingje sistemoje bei aptariami ZEBI
transkripcijos faktoriaus taikiniy tyrimai. Trecioje rezultaty dalyje yra
pristatomas krities vézio pacienty imuniniy Igsteliy atlasas ir
navikuose nustatomy imuniniy lgsteliy fenotipy tyrimai. Kiekvienos
dalies pabaigoje yra pateikiamas rezultaty aptarimas.

Pavieniy lasteliy transkriptomo analizés metodikos
optimizavimas

Pavieniy Iasteliy transkriptomo analizés metodas susideda i$
daugelio atskiry zingsniy. Juos galima sugrupuoti j keturias atskiras
dalis: Igsteliy méginio paruosSimas, pavieniy lgsteliy transkriptomo
barkodavimas, sekoskaitos bibliotekos paruosimas ir duomeny
analizé. Kiekviena i§ $iy daliy turi bent po keleta skirtingy techniniy
zingsniy, nuo kuriy efektyvumo priklauso ir bendras viso proceso
efektyvumas. Siame darbe buvo tiriami pavieniy lgsteliy
transkriptomo barkodavimo bei sekoskaitos bibliotekos paruosimo
etapai. Svarbu paminéti, jog Sie etapai sudaro techninj metodikos
branduolj ir nekinta analizuojant skirtingus méginius bei tyrinéjant
skirtingus biologinius aspektus. Dél to Sias dvi metodines dalis galima
tirti nepriklausomai nuo méginio tipo ar duomeny analizés pobiidzio.

Sio tyrimo pradzioje scRNA-Seq metodika buvo nauja
technologija ir detalis bei validuoti protokolai nebuvo prieinami
mokslinei bendruomenei. D¢l Sios priezasties pirma darbo dalis buvo
skirta technologijos validavimui ir detalaus protokolo parengimui. Sio
darbo rezultatas yra tikslios metodinés gairés laseliy mikroskysc¢iy
technologija paremtai auksto nasumo pavieniy lasteliy transkriptomo
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analizei atlikti. Sios gairés buvo pristatytos mokslinei bendruomenei
[19] ir jy pagrindu buvo vykdomi tolimesni metodikos optimizavimo
tyrimai.

Vykdyty tyrimy tikslas buvo padidinti i§ pavieniy lasteliy
nustatomy transkripty kiekj. Darbo metu analizuoti pavieniy lgsteliy
transkriptomo barkodavimo bei sekoskaitos bibliotekos paruosimo
etapai kartu apima septynias atskiras molekulinés biologijos reakcijas,
kurios sudaro nuosekly procesa. Jo pradzioje pavienés Iastelés
mikroskys¢iy  lusto  pagalba yra  kompartmentalizuojamos
mikroskysciy laSelivose. Juose Iastelés yra lizuojamos ir jy mRNR
molekulés (transkriptomas) yra barkoduojamos AT reakcijos pagalba.
Sios reakcijos produktas yra barkoduota kDNR, kuri yra apjungiama
(pvz.: 1§ 3000 pavieniy lgsteliy), valoma ir dauginama. Tokia
padauginta biblioteka yra paruoSiama sekoskaitai atliekant tris
papildomas molekulinés biologijos reakcijas. Darbo metu buvo
postuluojama, jog neefektyvios molekulinés biologijos reakcijos,
atlickamos pries bibliotekos padauginima, tiesiogiai daro jtaka i$
pavieniy lgsteliy nustatomy transkripty kiekiui. Kiekviena molekulé,
prarasta iki bibliotekos padauginimo, yra prarandama ir galutiniuose
duomenyse. PrieSingai, po bibliotekos padauginimo patiriami
praradimai turi zenkliai mazesnj poveikj duomeny praradimui, nes
kiekvieno unikalaus transkripto yra bent po keleta kopijy.
Atsizvelgiant | $ig prielaidg darbo metu buvo optimizuojamos tik tos
molekulinés biologijos reakcijos, kurios yra atliekamos iki bibliotekos
padauginimo jtraukiant ir pastarajj zingsnj: i) AT reakcija laseliuose,
ii) kDNR valymas, iii) AGS reakcija ir iv) bibliotekos padauginimo —
in vitro transkripcijos (IVT) reakcija.

Darbo metu buvo naudojamos trys skirtingos metodikos minéty
reakcijy efektyvumui jvertinti. Transkripty kiekis bibliotekoje iki
padauginimo buvo vertinamas kiekybinés PGR (kPGR) metodu.
Siekiant kuo tiksliau jvertinti bendra transkripty kiekj, buvo
analizuojami aStuoniy skirtingy geny, pasizyminciy skirtingais
ekspresijos profiliais, transkriptai (4 lentel¢). Taip pat buvo
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vertinamas padaugintos bibliotekos fragmenty kiekis ir jy dydzio
pasiskirstymas. Galutinés iSvados buvo priimtos, jvertinus konkrec¢iy
tiriamy salygy jtaka transkripty kiekio nustatymui naudojant inDrops
scRNA-Seq platformg. Atlikus skirtingomis salygomis paruosty
biblioteky sekoskaita buvo vykdoma pirminé duomeny analizé ir
lyginamas vidutinis nustatomas transkripty skaicius pavienése
lastelése. Siekiant iSlaikyti kuo pastovesnes eksperimento salygas
buvo naudojamos komerciskai prieinama lasteliy linijja — K562
(zmogaus mielogeninés limfomos lastelés).

unikalios molekulés

Sekoskaitos isisotini =100+ (1-
eroskattos isisotintmas *( kokybiski nuskaitymai

1 pav. Sekoskaitos jsisotinimo jvercio formulé. Unikaliomis molekulémis yra
laikoma unikali Iastelés barkodo, molekulinio Zymens bei transkripto kombinacija.
Kokybiski nuskaitymai yra laikomi tie, kurie turi tinkama unikali lastelés barkodo,
molekulinio Zymens bei transkripto seka.

Svarbu atkreipti démesj, jog i§ pavieniy lasteliy nustatomy
transkripty kiekis tiesiogiai priklauso nuo sekoskaitos nuskaitymy
kiekio, tekusio konkreciai Iastelei. Literattiros duomenys rodo, jog
sekoskaitos jsisotinimas yra pasiekiamas esant 500 000 — 1 000 000
nuskaitymy kiekvienai individualiai lgstelei [26]. Nepasiekus Sio
skaiCiaus, nustatomy transkripty kiekis tiesiogiai priklausys nuo
sekoskaitos gylio. Taciau zvelgiant i§ ekonominés pusés yra
netikslinga atlikti daug nuskaitymy nuo kiekvienos lgstelés, kadangi
tokiu atveju labai Zenkliai iSauga tyrimo kaina. Siame darbe yra
naudojamas ,,sekoskaitos jsisotinimo* parametras, leidziantis
kompensuoti sekoskaitos gylio skirtumus duomenyse. Sekoskaitos
jsisotinimas yra skaiCiuojamas nustatant unikaliy molekuliy ir visy
kokybisky sekoskaitos nuskaitymy santykis. Sis skaiGius po to
ver¢iamas j procenting iSraiska (1 pav.). Dvi tiriamos salygos gali biti
tiesiogiai lyginamos tarpusavyje, jeigu jos turi ta patj sekoskaitos
jsisotinimo jvert]. Tais atvejais, kai lyginamy méginiy jverciai
nesutapo, dalis duomeny i§ meéginio su aukStesniu jverciu buvo
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pasalinama atsitiktiniu btidu. Siekiant ekonominio naudingumo
scRNA-Seq optimizacijos tyrimams naudoti Zemi sekoskaitos
jsisotinimai (<20%).

Lentelé 5. kDNR sintezés mikroskysCiy laseliuose reakcijos efektyvumo
optimizavimo tyrimy rezultatai. Metodinés salygos: MH — Maxima H- AT fermentas,
SS —kDNR valymas fragmenty dydzio atrinkimu, NN — NEBNext AGS rinkinys, HS
— HiScribe IVT rinkinys.

Tiriamos Vidutinis Sekoskaitos

salygos transkripty skaic¢ius  jsisotinimas Metodinés salygos
SuperScript 111 952 11.79 % SS, NN, HS
SuperScript [V 2220 11.84 % SS, NN, HS
Maxima H- 3304 10.68 % SS, NN, HS

Darbo rezultatai yra pristatomi nuosekliai, pradedant pavieniy
lasteliy transkriptomo barkodavimo Zingsniu. Sio etapo metu
naudojant mikroskysCiy lustg yra apjungiami trys atskiri reakcijos
komponentai (pavienés lastelés, barkoduojantys hidrogeliniai
rutuliukai ir AT-lizés reagentai) ir formuojami mikroskysciy laseliai.
Darbo metu buvo optimizuojama kDNR sintezés reakcija, vykstanti
susidariusiame laSelyje. Tam tikslui buvo vertinami trys skirtingi AT
fermentai. Pradinés salygos, kurios yra laikomos atskaitinémis, yra
SuperScript III AT fermentas. AT fermenty efektyvumo tyrimo
scRNA-Seq platformoje rezultatai yra pateikiami 5-oje lentelgje ir
atskleidzia, jog tirtomis saglygomis Maxima H- AT fermentas yra 3,4
karto efektyvesnis. Toks zenklus skirtumas tarp skirtingy fermenty
gali biiti paaiskinamas skirtingomis jy aminortigsciy sekomis. Visi
trys fermentai yra dirbtinés evoliucijos btuidu patobulintos M-MuLV
AT fermento versijos. Idomu tai, jog pagal gamintojo nurodomag
informacija SuperScript IV fermentas yra pats pazangiausias i§ visy
trijy pagal termostabilumo bei atsparumo slopikliams savybes. Taciau
Siame darbe pateikiami rezultatai parodo, jog vykdant kDNR sinteze
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laSeliuose naudojant pavienes Igsteles gamintojo nurodomi fermento
privalumai nebitinai yra aktualiis. Be to, svarbu paminéti, jog Maxima
H- fermentas yra pigiausias i§ visy trijy tirty fermenty.

Toliau pristatomi atskiry sekoskaitos bibliotekos ruosimo reakcijy
optimizavimo eksperimenty rezultatai. Siame darbe buvo tiriami trys
atskiri proceso zingsniai: kDNR valymas, antros grandinés sintezés
reakcija ir bibliotekos padauginimas in vitro transkripcijos reakcijos
pagalba. Pradinés salygos, kurios yra laikomos atskaitinémis, yra
kDNR valymas DNR nukleaziy pagalba, AGS reakcija naudojant
NEBNext komercinj rinkinj ir IVT reakcija naudojant HiScribe
komercinj rinkinj.

Darbo metu buvo vertinami du kDNR valymo metodai. Pirmuoju
atveju AT reakcijos metu nepanaudoti pradmenys ir susidare
pradmeny dimerai yra pasalinami veikiant DNR nukleazémis.
Antruoju atveju kDNR yra valoma atrenkant fragmentus pagal jy dydi
— naudojant AMPure reagenta. Darbo metu nustatyta, jog naudojant
AMPure reagento ir AT reakcijos miSinio 0,8x tiirio santykj yra
efektyviai pasalinami nepanaudoti pradmenys ir susidar¢ pradmeny
dimerai neprarandant analizés jautrumo. Siekiant palyginti dvi
skirtingas kDNR valymo metodikas buvo atlikti scRNA-Seq
eksperimentai. 6-oje lentel¢je pateikti tyrimo rezultatai atskleidzia, jog
kDNR valymo metodika, atrenkant fragmentus pagal jy dydj, yra 3
kartus efektyvesné i§ pavieniy lgsteliy nustatomy transkripty atzvilgiu.
Tokie rezultatai leidZia manyti, jog dél DNR nukleaziy poveikio yra
dalinai suardoma ir barkoduota kDNR i$ pavieniy lasteliy. Svarbu
paminéti, jog tyrimo eigoje S§is Zingsnis optimizuotas pirmiausia.
Atitinkamai, visi kiti sScRNA-Seq optimizavimo eksperimentai buvo
atlikti taikant kDNR valymo metodika atrenkant fragmenty dydzius.

Kitu etapu buvo vertinami du komerciskai prieinami rinkiniai AGS
reakcijai atlikti. Sios reakcijos metu yra naudojamas trijy skirtingy
fermenty miSinys. RNR:kDNR duplekso RNR molekulé¢ yra
fragmentuojama naudojant RNAz¢ H. Susidare¢ viengrandiniai triikiai
leidzia DNR polimerazei I inicijuoti antros DNR grandinés sinteze.
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Reakcijos pabaigoje po DNR sintezés like viengrandiniai trukiai yra
iStaisomi T4 DNR ligazés pagalba. Tokios reakcijos metu susidaro
dvigrandin¢ DNR, kuri gali biiti naudojama kaip substratas IVT
reakcijos metu. Siame darbe buvo vertinami du komerciskai prieinami
rinkiniai AGS reakcijai atlikti. Jy efektyvumas buvo lyginamas
atliekant scRNA-Seq eksperimentus. 6-oje lenteléje pateikti rezultatai
atskleidzia, jog SuperScript rinkinys yra 1,2 karto efektyvesnis.
Svarbu paminéti, jog Sis rinkinys yra tiekiamas atskirais reakcijos
komponentais ir vartotojas turi atlikti daugiau techninio darbo
reakcijai paruosti. PrieSingai, NEBNext rinkinys yra pateikiamas
paruostas darbui. D¢l Sios priezasties vartotojui reikia atlikti maziau
techniniy zingsniy, kas pagreitina procesg ir sumazina klaidy
tikimybe.

Paskutiniame darbo etape buvo vertinami du komerciniai rinkiniai,
skirti IVT reakcijai atlikti. Sios reakcijos metu barkoduota pavieniy
lasteliy kDNR gali biiti tiesiSkai padauginama T7 RNR polimerazés
pagalba dé¢l barkodavimo pradmenyse esancios T7 promotoriaus
sekos. Kaip ir pries tai aprasyty tyrimy atveju, rinkiniai buvo lyginami
atliekant scRNA-Seq eksperimentus. Tyrimo rezultatai, pateikti 6-oje
lenteléje, leidzia teigti, jog HiScribe rinkinys yra efektyvesnis uz
TranscriptAid rinkinj. Dél Zemo sekoskaitos jsisotinimo negalima
tiksliai jvertinti §iy rinkiniy efektyvumo skirtumy. Papildomi
eksperimentai nebuvo atlikti, kadangi HiScribe rinkinys buvo
naudojamas atskaitinése reakcijos salygose.
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Lentelé 6. Sekoskaitos bibliotekos paruoSimo zingsniy efektyvumo
optimizavimo tyrimy rezultatai. Metodinés salygos: SSIII — SuperScript III AT
fermentas, SS — kDNR valymas fragmenty dydzio atrinkimu, NN — NEBNext AGS
rinkinys, HS — HiScribe IVT rinkinys.

Tiriamos Vidutinis Sekoskaitos Metodinés
salygos transkripty skai¢iy  jsisotinimas salygos
kDNR valymo metodika
DNR nukleaziy pagalba 312 11.46 % SSIII, NN, HS
Atrenkant fragmenty 952 11.79%  SSIIL NN, HS
dydzius

Antros grandinés sintezés reakcija

NEBNext 1392 22.77 % SSIIL, SS, HS

SuperScript 1689 2291 % SSIII, SS, HS

Bibliotekos padauginimo IVT reakcija

HiScribe 434 4.13 % SSIII, SS, NN

TranscriptAid 388 4.58 % SSIII, SS, NN

Sioje disertacijos dalyje pristatomi inDrops scRNA-Seq metodo
tyrimai. Tiksliy metodiniy gairiy laSeliy mikroskysc¢iy technologija
paremtai aukSto nasumo pavieniy lasteliy transkriptomo analizei
atlikti pristatymas mokslinei bendruomenei Zenkliai prisidéjo prie
pavieniy lgsteliy transkriptomo analizés tyrimy prieinamumo. Po
metodiniy gairiy parengimo atlikti metodikos optimizavimo tyrimai
leido iki 10-ies karty padidinti transkripty kiekj, nustatoma i§ pavieniy
lasteliy. Pradinémis salygomis yra laikomas ,DNR nukleaziy
pagalba® méginys 6 lentel¢je, o ,,Maxima H-“ méginys 5 lentel¢je
atitinka optimizuotas salygas. Svarbu paminéti, jog nei vienu atveju,
atlickant metodikos optimizavimo tyrimus, nebuvo pasiektas
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sekoskaitos jsisotinimas. Atitinkamai, Siame tyrime pristatomi
rezultatai gali biiti lyginami su literatiiroje pristatomais duomenimis
tik atsizvelgiant j sekoskaitos jsisotinimo jvert]. D¢l darbo metu
naudoty santykinai zemy sekoskaitos jsisotinimo lygiy, nustatyti
transkripty kiekiai daznu atveju néra tiesiogiai prilyginami literatiiroje
pateikiamiems panasiy scCRNA-Seq eksperimenty duomenims. Taip
pat svarbu atkreipti démesj, jog optimizavimo tyrimams atlikti buvo
naudojama kultivuojama lasteliy linija (K562). Tai leido uztikrinti
zemg biologinio méginio variabilumg. IS kitos pusés, Sios lgstelés
pasizymi aukStu populiacijos vientisumu. Todél nebuvo galima
jvertinti, ar padidéjes metodo efektyvumas daro jtaka lasteliy
populiacijy nustatymui.

Nepriklausomi scRNA-Seq metody palyginimo tyrimai yra
parodg, jog inDrops metodas pasizymi zemu efektyvumu, lyginant
transkripty kiekj, nustatoma i$ pavieniy lgsteliy [27, 28]. Taciau Siuose
palyginimuose buvo naudojama neoptimizuota protokolo versija.
Disertacijoje pristatomi inDrops metodo patobulinimai zenkliai
padidina metodo efektyvuma, tod¢l galima pagrjstai manyti, jog tai
turéty zenklig jtaka analogiSky scRNA-Seq metody palyginimy
rezultatams. Vis délto, reikia atkreipti démesj i tai, jog ty paciy
palyginimy metu buvo parodyta, jog inDrops metodas nenusileidzia
kitiems scRNA-Seq metodams lyginant lgsteliy tipy nustatymo
jautrumg. Nepriklausomai nuo santykinai zemo aptinkamy transkripty
kiekio, inDrops metodu surinkti duomenys leido identifikuoti tuos
pacius lasteliy tipus, kaip ir kitomis metodikomis atlikti analogiski
eksperimentai. Toks rezultatas vercia pasvarstyti apie nustatomy
transkripty kiekio svarbg biologiniy tyrimy kontekste. Apibendrinus
literattiros duomenis galima pagrjstai teigti, jog Zemo nasumo scRNA-
Seq metodai pasizymi aukstesniu efektyvumu ir leidzia nustatyti
didesnj kiekj transkripty i§ pavieniy lasteliy. Taciau dél mazo iStiriamo
lasteliy kiekio, Sie metodai neleidzia aptikti rety lasteliy tipy.
PavyzdZziui, jeigu tam tikras tipo lastelés sudaro 1% visy méginyje
esanciy lgsteliy — analizuojant Simtg pavieniy lasteliy tikimybé aptikti
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Sig populiacijg yra lygi 0,63. PrieSingai, aukSto nasumo metodai
nepasizymi dideliu nustatomy transkripty kiekiy. Taciau jis yra
pakankamas lgsteliy tipy identifikavimui, o déka didelio analizuojamo
lasteliy kiekio galima nesunkiai aptikti net itin retas lIgsteliy
populiacijas. Aukstas nustatomy transkripty kiekis yra svarbus, kai
norima patikimai analizuoti genus, pasiZyminc¢ius Zemu raiskos lygiu.
Taciau tai yra aktualu ne visy tyrimy strategijose ir daznu atveju
analizuojamy lagsteliy kiekis yra svarbesnis analizuojant sudétingas
biologines sistemas nei absoliutus metodo jautrumas. Todé¢l galima
teigti, jog aukSto naSumo pavieniy lgsteliy transkriptomo analizés
platformos yra labiau patrauklios sudétingy biologiniy sistemy
tyrimams. Disertacijoje pristatomos inDrops metodo optimizacijos
zenkliai padidina metodo efektyvuma ir tuo paciu daro jj patraukliu
bendrame scRNA-Seq tyrimy srities kontekste.

Sio darbo metu nustatyta, jog kritiniai proceso etapai, kuriy
optimizacijos lémé¢ didziausig efektyvumo padidéjimg, yra AT
reakcija mikroskyscCiy laseliuose ir kDNR valymo Zingsnis. Taciau
vertinant darbo rezultatus reikia atsizvelgti ir | techninius atlikto
tyrimo apribojimus. Darbo nebuvo i$analizuoti visi rinkoje prieinami
komerciniai reagentai. Pavyzdziui, dél ekonominiy apribojimy dalis
komerciskai prieinamy AT fermenty nebuvo jtraukti j tyrimg. Taigi,
galima manyti, jog darbo metu identifikuoti reagentai ne visais
atvejais yra optimaliausi. Taip pat, visos reakcijos buvo atlickamos
laikantis gamintojo rekomendacijy. Tokios reakcijos salygos
nebitinai sutampa su optimaliomis. Pavyzdziui, kitos mokslininky
grupés atlikti scRNA-Seq metodikos optimizavimo tyrimai taip pat
parod¢, jog AGS reakcija gali biiti optimizuota [29]. [domu yra tai, jog
aukStesniam efektyvumui pasiekti reikéjo Zenkliai praskiesti
gamintojo tiekiamus reagentus. Tokie rezultatai leidZzia matyti, jog
papildomai optimizuojant reakcijos salygas galima biity pasiekti dar
didesnj metodo efektyvuma.

Disertacijoje  nagriné¢jamas InDrops metodo sekoskaitos
bibliotekos padauginimas yra paremtas in vitro transkripcijos reakcija.

29



TaCiau tai yra ne vienintelé bibliotekos padauginimo strategija.
Alternatyviis scRNA-Seq metodai bibliotekos padauginimui yra
pagristi AT fermento savybe vadinama ,,substrato keitimu®“ (ang!.
template switching). Déka Sios savybés, AT fermentas gali pridéti
papildomg sekg kiekvienos kDNR molekulés gale, kuri bus bendra
visoms reakcijos metu susintetintoms molekuléms. Tokia pavieniy
lgsteliy transkriptomo biblioteka gali biiti padauginama PGR pagalba.
Si strategija nereikalauja AGS reakcijos bei ilgai uztrunkanéios IVT
reakcijos. Todél vienas akivaizdus privalumas yra sutrumpéjes
bibliotekos ruoSimo laikas. Naudojant substrato keitimu paremta
sekoskaitos bibliotekos paruoSimo strategija, bibliotekg galima
paruosti per vieng dieng. Tuo tarpu naudojant Siame darbe aprasyta
metodikg procesas uztrunka dvi dienas. Sis aspektas néra svarbus, kai
reikia analizuoti keleta méginiy, taciau did¢jant tyrimo apimtims laiko
sutaupymas gali tapti svarbus. Daryti iSvady apie $iy skirtingy
metodiky efektyvumo skirtumus negalima, kadangi iki Siol néra
atliktas sistematinis metodiky palyginimas.

Apibendrinant, Sioje disertacijos dalyje pristatomi tyrimai
atskleidzia, jog, optimizuojant atskirus inDrops metodo sekoskaitos
bibliotekos paruosimo zingsnius, galima iki 10-ies karty padidinti
transkripty kiekj, nustatomg i§ pavieniy lgsteliy. Sis efektyvumo
padidinimas yra aktualus atsizvelgiant | nepriklausomy tyrimy metu
nustatytus inDrops metodikos trikumus. Ateityje platforma galéty
biti papildomai tobulinama optimizuojant atskiry molekulinés
biologijos reakcijy salygas.

EMT virsmo tyrimas

Sioje disertacijos dalyje yra pristatomi EMT virsmo tyrimo
rezultatai, kurie yra taip pat aprasSyti disertacijos tema parengtoje
publikacijoje [21]. Vykdytus tyrimus galima padalinti i dvi dalis.
Pirmosios dalies tyrimy tikslas buvo charakterizuoti EMT procesa
imortalizuoty kriities vézio lgsteliy (HMLE) modelingje sistemoje
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naudojant scRNA-Seq technologija. Antroje darbo dalyje buvo
siekiama nustatyti ir validuoti kertinio EMT proceso transkripcijos
faktoriaus — ZEB1 aktyvacijos taikinius.

EMT virsmas yra nuoseklus lasteliy busenos pasikeitimas, kurio
metu epitelinés lastelés palaipsniui tampa mezenchiminémis. Sio
proceso metu keiciasi ir lasteliy Zymenys. Literatiiros duomenimis
epitelinés lastelés gali buti atpazjstamos pagal E-kadherino Zymenj, o
mezenchiminés — pagal vimenting, fibronekting ir N-kadhering. Taip
pat yra Zinoma, jog transkriptomo pokycius virsmo metu koordinuoja
keli kertiniai transkripcijos faktoriai: SNAIL, SLUG, TWIST1, ZEBI1
bei ZEB2. Dauguma tyrimy, atlikty EMT srityje, lygino prading ir
galuting virsmo biiseng, neskirdami démesio tarpinéms proceso
bisenoms. Be to, beveik visi tyrimai buvo atlikti 1gsteliy populiacijy
lygmeniu (angl. bulk). Todél apie atskiras tarpines proceso biisenas
bei proceso dinamikg laiko atzvilgiu Siandien yra zinoma vis dar
santykinai nedaug.

Disertacijoje pateikiamy tyrimy metu buvo naudojama HMLE
lasteliy modeliné sistema, o EMT virsmas buvo indukuojamas
stimuliuojant lasteles TGF-f signaline molekule. Toks modelis
pasirinktas siekiant atkartoti Zmogaus organizme vykstancius
procesus. EMT srityje atlikty tyrimy déka yra zinoma, jog TGF-f3 yra
viena i§ pagrindiniy signaliniy molekuliy, kontroliuojan¢iy EMT
virsmg. Darbo metu EMT virsmas buvo stebimas dvylikos dieny
periode. Kas dvi dienas buvo imami lgsteliy méginiai ir pavienés
Iastelés analizuojamos inDrops metodu. Sio tyrimo rezultatai parodeé,
jog EMT procesas yra asinchroniskas — skirtingos lgstelées EMT
virsmg patiria skirtingu grei¢iu. Nustatyta, jog didziausia Igsteliy
biiseny jvairové yra stebima 8 ir 10 dienomis. Siais laiko momentais
atskiros lgstelés uzima visa EMT virsmo spektra (2 pav. B).
Atsizvelgiant j tokius rezultatus, tolimesné analizé vykdyta naudojant
duomeny masyva, susidedant;j i§ 7523 pavieniy lgsteliy, iSanalizuoty 8
ir 10 dienomis. Taip pat svarbu atkreipti démes;j j tai, jog norint tirti
EMT procesa reikéjo pritaikyti duomeny praturtinimo algoritmag (2
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pav.). Siame darbe duomeny praturtinimui buvo taikomas duomeny
difuzija paremtas algoritmas — MAGIC (Markov affinity-based graph
imputation of cells). Visos toliau patiekiamos analizés buvo atliktos
su praturtintais duomenimis nebent yra nurodoma kitaip.

A Prie: duomeny praturtinimg B ro duomeny praturtinimo
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2 Pav. Lasteliy iSsidéstymas pagal fibronektino, vimentino ir E-kadherino geny
raiSka. Kiekvienas taskas atvaizduoja individualia lgstele. A — prie§ duomeny
praturtinimg, B — po duomeny praturtinimo; nuspalvinta pagal ZEB! geno raiska.

Atlikto pavieniy lasteliy tyrimo rezultatai sutampa su literattiroje
aprasytais tyrimais. EMT virsmas yra charakterizuojamas E-
kadherino (epiteliniy lasteliy Zymens) raiSkos sumazéjimo ir
atitinkamo vimentino bei fibronektino (mezenchiminiy Iasteliy
zymenys) raiskos padidéjimo. Mezenchiminiy lgsteliy biisena pagal
zymenis sutampa su stebima ZEBI geno, kuris yra kritinis EMT
virsme, raiSka (2 pav. B). Tolesniu etapu buvo sieckiama detaliau
charakterizuoti EMT virsmg. Analizé parod¢, jog net 79% lasteliy yra
tarpinéje busenoje ir néra nei epitelinés, nei mezenchiminés.
Literattroje tokia lgsteliy biisena vadinama daline EMT biisena. Yra
zinoma, jog S§ios lgstelés yra svarbios jvairiuose biologiniuose
procesuose, tame tarpe ir vézinio naviko vystymuisi. Sios tarpinés
biisenos lastelés yra tarpusavyje heterogeniskos ir gali buti
sugrupuojamos pagal savo fenotipa. Siekiant nustatyti konkrecias
lasteliy bilisenas buvo atlickama archetipiné¢ analizé, kuri leido
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identifikuoti 10 lasteliy archetipy (AR) (3 pav.). Kiekvienas i§ jy
sutampa su konkrecia Iasteliy biisena virsmo metu. Svarbu atkreipti
démes;j j tai, jog ne visas lastelés galima patikimai priskirti tam tikram
archetipui (3 pav. B, pilka spalva). Tikétina, jog Sios lastelés yra
aktyviame bisenos virsme.
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3 Pav. EMT proceso vizualizacija pagal geny fibronektino, vimentino ir E-kadherino
raiSka (A) arba pagal principines komponentes (B). Kiekvienas taskas atvaizduoja
individualig lastele. A — raudoni taskai zymi archetipus, B — juodi numeriai zymi
archetipus. Lastelés nuspalvintos pagal archetipus, o pilkos lastelés nepriskirtos
jokiam archetipui.

Pagal Iasteliy tipg identifikiuoti archetipai gali buti skirstomi i:
epitelines lasteles (AR6 ir AR7), dalinf EMT (ARI1-ARS5),
mezenchimines lgsteles (AR9) ir apoptotines lastelés (ARS8 ir AR10).
Kiekvienas archetipas pasizymi konkreCiam lgsteliy tipui biidinga
geny raiska. [domu tai, jog epiteliniuose archetipuose buvo nustatyta
transkripcijos faktoriaus SOX4 geno raiska. Sis genas yra svarbus
TGF-P signalinio kelio veiksnys [30], todé¢l galima teigti, jog tiriamoje
sistemoje pilnai epiteliniy lasteliy nebuvo. Toks rezultatas néra
netikétas, atsizvelgiant i tai, jog buvo analizuojamos lastelés surinktos
8-tg ir 10-ta TGF-P stimuliacijos dienomis.

Darbo metu buvo nustatyti net penki archetipai siejami su daline
EMT biisena (AR1-ARS), o dalis lasteliy nebuvo priskirtos jokiam
archetipui. Tokie rezultatai sutampa su neseniai pasitlytu EMT
proceso modeliu, teigianCiu, jog virsmo metu lgstelés pereina per
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metastabilias biisenas [31]. Atlikus i§samia geny raiskos analizg pagal
archetipus, nustatyta, jog tarpiniai lgsteliy tipai pasiZymi jvairiy
chromating modifikuojanéiy geny aktyvacija (4 pav. kairéje). Sie
rezultatai leidzia manyti, jog EMT virsmo metu jvyksta zenklus
chromatino persitvarkymai. Atitinkamai mezenchiminés Igsteles
(AR9) taip pat yra charakterizuojamos savitu chromating
modifikuojan¢iy geny profiliu. Tokie rezultatai néra netikéti,
atsizvelgiant j didelio masto geny raiskos pokycius, vykstanc¢ius EMT
virsmo metu. Geny raiSkos pokycio analizés tyrimai taip pat atskleidé
zenkly su kamieninémis embrioninémis lgstelémis siejamy geny
raiSkos padidéjima tarpinés busenos lastelése (4 pav. deSingje). Tai
leidzia patvirtinti iki Siol diskutuojama hipoteze, teigiancia, jog EMT
virsmo metu epitelinés lastelés dediferencijuojasi pries igydamos
mezenchiminj fenotipg [32].

ApraSyta pradiné duomeny analizé parodo, jog scRNA-Seq
technologija yra tinkama sudétingy biologiniy procesy analizei.
Atlikus santykinai nedidelés apimties eksperimentus buvo galima
atkurti kity mokslininky jzvalgas, padarytas atlickant daugelj skirtingy
tyrimy. Be to, zinomy biologiniy signaly nustatymas duomenyse
patvirtina analizés jautrumg ir patikimumg. Svarbus §io darbo dalies
aspektas — nustatyta gausi tarpiniy biseny, besiskirianciy tarpusavyje,
jvairove. Tokie rezultatai leidzia manyti, jog EMT procesg
kontroliuoja jvairlis tarpusavyje persipyn¢ signaliniai keliai,
nulemiantys zenklius geny raiSkos pokycius ir atskiry buseny
susiformavima.
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Chromating modifikuojantys Embrioniniy kamieniniy
genai lasteliy genai

MSL3
KDM4D
CASCS
CENPA
CENPI
EED
HJURP
HMGN2
RB1
SMARCAS
CBX1
CBX3
CENPN
EZH2
ITGB3BP
NASP
RUVBL1
ATAD2
BAZ1A
BAZ1B
CBX5
HELLS
MORF4L2
OIPs
RBBP4
SIRT1
BRD3
PCGF2
RSF1
SUV420H1
ASH1L
BPTF
CHD3
CHD6
KAT2A
MTF2
SMARCA4
CHD2
CHD8
EZH1
SETD1A

Geny raiska +

6 7 2 5 1

67 251439108

rchetipai Archetipai

4 Pav. Geny raiSkos pokyCio analizé pagal nustatytus archetipus. Pateikiama
chromating modifikuojanéiy ir su embrioninémis kamieninémis lgstelémis siejamy
geny raiSkos pokyc¢io analizé. Raudona spalva zymi padidéjusig raiSka, mélyna —
sumazéjusia.
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Tolesniame tyrimo etape buvo analizuojama geny raiskos pokyciy
dinamika EMT virsmo metu. Tuo tikslu visos lastelés buvo
surtisiuotos pagal jose nustatyta vimentino geno raiska, kuri koreliuoja
su virsmo stadija. Toks lasteliy surtiSiavimas gali biiti prilyginamas
surGi§iavimui EMT virsmo pseudolaike. Si analizé leidzia stebéti
atskiry geny raiskos pokycio dinamikg EMT proceso metu. Tiriamoje
sistemoje buvo stebima keletas skirtingy raiskos poky¢io dinamiky (5
pav.). Pavyzdziui, virsmo eigoje geny, susijusiy su epiteliniu fenotipu,
raiSka nuosekliai mazéja (5 pav. CDHI), o geny, susijusiy su
mezenchiminiu fenotipu — nuosekliai didéja (5 pav. ZEBI). Taip pat,
nemazos dalies geny raiska yra aktyvuojama arba slopinama virsmo
viduryje (5 pav. SLUG ir ZMAT3). Tikétina, jog Sie genai yra susij¢ su
tarpinémis metastabiliomis dalinio EMT fenotipo blisenomis.

DREMI=1.71 DREMI=1.1

DREMI=1.73

ZEB1 —>

Vimentinas —» Vimentinas—> Vimentinas — Vimentinas —>
4 Pav. Geny raiskos pokyCio analizé pagal nustatytus archetipus. Pateikiama
chromating modifikuojanc¢iy ir su embrioninémis kamieninémis lastelémis siejamy
geny raiskos pokyc¢io analizé.

Siekiant sistemiskai istirti geny raiskos pokycio dinamikg, buvo
buvo skaiCiuojamas tiriamy geny ir vimentino geno raiskos
koreliacijos jvertis. Siai analizei buvo pritaikytas DREMI algoritmas,
leidziantis jvertinti funkcinj dviejy geny sary$j pavieniy lasteliy
duomenyse [33]. Atliekant geny raiskos dinamikos tyrima, pirmiausia
i§ duomeny buvo pasalintos apoptuojancios lastelés (pagal MT-ND1
raiskg). Toks zingsnis atliktas norint sukoncentruoti analize tik ] EMT
proceso dinamika. Tuomet buvo skai¢iuojamas individualus DREMI
jvertis kiekvieno tyrime nustatyto geno ir vimentino geno raiskos
koreliacijai apraSyti. Pagal nustatyta jvert] atrenkami genai, kuriy
raiskos pokytis buvo susijes su EMT eiga (DREMI >0,5). Sios
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analizés metu, nustatyta, jog netikéta dauguma geny (2/3 visy geny)
yra susij¢ su EMT virsmu. Pagal nurodytg jvertj tolimesnei analizei
buvo atrinkti 13 487 genai, kurie buvo sugrupuoti j 22 atskiras grupes
pagal koreliacijos su vimentino genu dinamikg. Geny grupés tuomet
buvo iSrusiuotos pagal koreliacijos su vimentino geno raiska
dinamikg, tokiu btuidu sudarant globaly transkriptomo poky¢ius EMT
virsmo metu aprasantj zemélapi (6 pav.). Analogiska analizé buvo
pakartota su trimis papildomais genais, siejamais su mezenchiminiu
fenotipu — CHD?2, ITGB4 ir CD44. Visi gauti zemélapiai pasiZyméjo
aukStu tarpusavio atitikimu. Tokie rezultatai patvirtina, jog atlikta
analizé yra patikima, o nustatytos geny raiskos pokycio dinamikos
atitinka tiriamoje sistemoje vykstancius virsmus.

LAMA3  SDC1

CDH1

MYC

ZEB1  SNAI2  EZH2

EENNEENAEA

ZEB2

TWIST1  SNAI1

Pavienes lastelés surtiSiuotos pagal didéjancia VIM raiska

6 Pav. Geny raiskos poky¢io dinamikos EMT virsmo metu Zemélapis sudarytas i§ 13
487 atskiry geny. Geny grupés (Y asyje) yra surtsiuotos pagal raiskos pikg lyginant
su vimentino geno raiska (X asyje). Bruksniuota linija Zymi ZEBI gena. DeSinéje
pateikiami reprezentatyvis atskiry geny i§ vimentino geno raiSkos koreliacijos
profiliai.
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Sudarytas geny raiskos dinamikos zemeélapis atskleidzia, jog EMT
proceso metu vyksta kardinaltis geny raiSkos pokyciai. Nustatytas
geny grupes galima suskirstyti j tris tipus. Pirmojo tipo geny raiska
nuosekliai mazéja EMT virsmo eigoje. Sie genai yra bidingi
epiteliniam fenotipui — pavyzdziui SDCI ir LAMA3 genai, susij¢ su
lasteliy adhezija. Antrojo tipo geny raiska padidéja prasidéjus virsmui
ir sumazéja lasteléms tampant mezenchiminémis. Sie genai yra
svarbiis dalinio EMT lasteliy fenotipo palaikymui. Tokiy geny
pavyzdziai — MYC ir EZH?2. Paskutinis, treciasis geny tipas yra susijes
su mezenchiminiu fenotipu. Siy geny raidka palaipsniui didéja EMT
virsmo metu. Tipiniai tokiy geny pavyzdziai yra kertiniai EMT virsmo
transkripcijos faktoriai ZEB1, TWIST ir SNAIL. Atlikta analize leidzia
geriau suprasti EMT virsmo metu vykstancius geny raiskos poky¢ius.
Globalus geny suriiSiavimas proceso pseudolaike leidzia daryti
jzvalgas apie transkripcijos faktoriy poveikj. Pavyzdziui, tam tikro
transkripcijos faktoriaus taikiniai turéty biiti aktyvuojami arba
slopinami tik po konkretaus faktoriaus raiskos padidéjimo. Sig geny
sgveika analogiskai galima jvertinti DREMI algoritmo pagalba. Tokia
analizé leisty nuspéti konkrecius transkripcijos faktoriaus taikinius
neatliekant papildomy tiriamos biologinés sistemos modifikacijy.
Paskutiniame EMT virsmo tyrimo etape buvo sieckiama patvirtinti $ig

hipotezg.
1 N S S
poveikio jvertis(G) = NE(Z 1 (glj) — 2 T (gij))
j=1 i=1 i=1
7 Pav. Poveikio jvercio skaic¢iavimo formulé. N — atsitiktiniy im¢iy skaicius; r — geno
rangas. S — atsitiktiné geny imtis i§ G geny rinkinio.

Tyrimui pasirinktas ZEBI transkripcijos faktorius, apie kurio
taikinius yra Zinoma santykinai nedaug, nepaisant jo svarbos EMT
procese [34]. Remiantis auk$¢iau apraSytu zZemelapiu buvo
identifikuoti 4509 genai, kuriy raiska pasiekia maksimalig verte kartu
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su arba po ZEBI geno raiskos piko. Toliau i§ Sio geny rinkinio buvo
atrinkti 1085 genai, kuriy DREMI jvertis su ZEBI genu buvo >=I.
Tikétina, jog butent Sie genai yra tiesiogiai arba netiesiogiai
aktyvuojami ZEBI transkripcijos faktoriaus. Siekiant pavirtinti $ig
hipotezg buvo atlikti papildomi eksperimentai. Jy metu, naudojant
modifikuota HMLE lasteliy linijg, sistemoje buvo tiesiogiai
indukuojama ZEB1 transkripcijos faktoriaus raiska. Tokioje sistemoje
stebimas EMT skirsis nuo TGF-f indukuojamo EMT virsmo.
Nepaisant to, dél ZEB1 geno raiskos padidéjimo bus stebimas ir ZEB1
transkripcijos faktoriaus taikiniy raiskos padidé¢jimas. Tad galima
teigti, jog $i sistema yra tinkama iSkeltos hipotezes patvirtinimui.
Atliekant tyrima, ZEBI geno raiska buvo indukuojama dvi dienas ir
po to pavienés lastelés buvo analizuojamos inDrops metodu. Siekiant
patvirtinti ZEBI aktyvacijos taikinius buvo skaiiuojamas ,,poveikio
jvertis* (7 pav.). Sis dydis leidZia palyginti geny raidkos poky&ius tarp
skirtingy eksperimenty (ZEBI raiskos indukcija ir TGF-
B indukuojamas EMT). Visi genai kiekvieno eksperimento atveju yra
suteikiant kiekvienam genui konkrecig pozicija raiskos eiléje (kitaip
tariant — ranga). Poveikio jvertis tuomet yra skaic¢iuojamas lyginant
rinkinio G geny (nuspéti ZEB1 aktyvacijos taikiniai) rangy sumy
skirtumg tarp lyginamy eksperimentiniy sglygy. Siekiant atsizvelgti |
dideli geny kiekj rinkinyje, uzuot tiesiogiai susumavus geny i$ rinkinio
G rangus, kiekvienai salygai paskai¢iuojamas vidutinis rangy sumy
skirtumas fiksuotam geny skaiciui S=200, kuris N=1000 karty
atsitiktinai parenkamas i$ rinkinio G. Aukstas poveikio jvertis reiskia,
jog tiriamo geny rinkinio raiSka yra padidéjusi ZEB1 indukcijos
salygomis lyginant su TGF-B indukcija. Siekiant jvertinti analizés
patikimumg poveikio jvertis buvo skaiCiuojamas analogiskai imant
visy geny, dalyvaujan¢iy EMT (DREMI su VIM>0,5), rinkin;j. P-verté
yra dalis atsitiktiniy geny im¢iy (S), kuriy poveikio jvertis yra didesnis
arba lygus nuspéto geny rinkinio (G) poveikio jverciui.
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Naudojant aprasytg metodikg nustatyta, jog tiesiogiai indukuojant
ZEBI gena, nuspéty ZEBI aktyvacijos taikiniy geny rinkinio raiskos
padidéjimas stebimas P = 3,1e”* patikimumu. Tokie rezultatai leidzia
teigti, jog naudojant apraSyta metodika galima tiksliai nuspéti
tiesioginius ir netiesioginius transkripcijos faktoriy aktyvacijos
taikinius. Analogiska metodika jvertinus geny rinkinio, kurio raiskos
padidé¢jimas pseudolaike stebimas kartu arba po ZEB1 geno raiskos
(4509 genai), patikimumag nustatytas statistiSkai patikimas, taciau
gerokai mazesnis patikimumas P=0,004. Toks rezultas leidzia teigti,
jog Sio geny rinkinio aktyvacija priklauso ne tik nuo ZEBI
transkripcijos faktoriaus, bet ir nuo papildomy signaliniy keliy,
aktyviy TGF-f indukuojamo EMT virsmo metu.

Tarp nuspéty ZEBI aktyvacijos taikiniy galima atrasti dauguma
literatiroje jau aprasyty Sio geno tiesioginiy taikiniy (SNAIL, ZEB2,
BMP, MMP3). Aktyvuojami genai yra svarbiis citoskeleto
persitvarkyme, uzlgstelinio matrikso pertvarkyme, lastelés migracijos
procese bei lastelés ciklo pokyc¢iams. Tokie rezultatai sutampa su
literattiroje apraSytais poky¢iais, vykstanciais EMT virsmo metu. Taip
pat buvo nustatyta ir aktyvacijos taikiniy, kurie iki $iol nebuvo
aprasyti EMT virsmo kontekste. Pavyzdziui RHOA genas, kuris
dalyvauja aktino citoskeleto persitvarkyme. Vienas i§ netikéty
aktyvacijos taikiniy buvo genas NTN4, kuris yra aprasytas neurony
migracijos procese. [zvalgoms iki galo suprasti ir patvirtinti reikalingi
papildomi tyrimai. Vis délto, apibendrinus atlikta analize galima
teigti, jog pavieniy lasteliy transkriptomo tyrimai leidzia patikimai
nuspéti transkripcijos faktoriy aktyvacijos taikinius.

Sioje disertacijos dalyje pristatomi tyrimai parodo, jog scRNA-
Seq technologija yra tinkama sudétingy biologiniy procesy tyrimams.
Vienas i§ tyrimo tiksly buvo nuspéti transkripcijos faktoriy
aktyvacijos taikinius. Sj uzdavinj galima spresti keletu skirtingy biidy.
Disertacijoje pristatomi tyrimai leidzia nuspéti aktyvacijos taikinius,
remiantis pseudolaiko analize be papildomy sistemos manipuliacijy.
Geny taikiniy tyrimus taip pat galima atlikti apjungiant CRISPR ir
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scRNA-Seq technologijas [35, 36]. Taikant §ig metodika galima
tiksliau istirti 1gsteléje veikianCius geny tinklus. IS kitos pusés, tokie
tyrimai remiasi geny inaktyvacija, kas gali turéti nenumatyty Salutiniy
pasekmiy tiriamoje sistemoje ir gauti rezultatai nebitinai atitiks in
vivo procesus. Be to, Zenklus disertacijoje pristatomo tyrimo
privalumas yra ir tai, jog analizuojamoje sistemoje nereikia atlikti
papildomy manipuliacijy (pvz.: geny inaktyvavimas). D¢l Sios
meéginiais ir galéty biti naudinga nustatant geny tinkly pokycius,
nulemiancius jvairias patologijas.

Sioje disertacijos dalyje pristatoma duomeny analizé rémeési
duomeny praturtinimu. Darbo metu buvo taikomas MAGIC
algoritmas, kurio vystymas nebuvo Sio darbo dalis. Vis délto, yra
svarbu aptarti naudoto duomeny praturtinimo algoritmo poveikj ir
apribojimus. scRNA-Seq analizés duomenys pasizymi retumu. Tokia
juy savybé yra susijusi su techniniais metodikos apribojimais. Dél
neefektyvaus proceso yra nuskaitoma tik dalis kiekvienos
individualios Igstelés transkriptomo. Duomeny retumas nedaro didelés
jtakos lgsteliy tipy nustatymui ar populiacijy vizualizavimui, taciau
norint analizuoti keliy konkre¢iy geny tarpusavio sgveikas, §i
duomeny savybé apriboja analizés galimybes (2 pav.). Atitinkamai,
Siame darbe pristatoma analizé buty nejmanoma be duomeny
praturtinimo algoritmy. I$ kitos pusés, duomeny praturtinimas turi ir
trokumy. Pavyzdziui, MAGIC algoritmo poveikyje gali biti
prarandami subtilis geny raiSkos pokyciai. Galima teigti, jog
duomeny praturtinimo algoritmai pasizymi tendencija iSryskinti
dominuojancius geny tinklus silpny sgsajy saskaita. Todé¢l yra svarbu
tinkamai parinkti algoritmo parametrus, siekiant uztikrinti optimaly
duomeny praturtinimo ir jautrumo praradimo balansg. Atliktos
analizés rezultatai sutampa su literattiroje apraSytomis jzvalgomis apie
EMT virsma, o ZEBI aktyvacijos taikiniy tyrimo metu keliamos
hipotezés buvo validuotos papildomais eksperimentais. Be to, po
duomeny praturtinimo nustatyti geny raiskos poky¢iai leido analizuoti
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EMT virsmo dinamika. Tokie rezultatai leidzia teigti, jog parinkus
tinkamus parametrus duomeny praturtinimo algoritmas (MAGIC)
tinkamai atkuria geny-geny saveikos informacijg, kuri prarandama dél
pradiniy duomeny retumo.

Sio darbo metu buvo analizuojama imortalizuoty kriities véZzio
lasteliy (HMLE) modeliné sistema. Toks pasirinkimas leido vykdyti
nuosekliag EMT virsmo stebéseng dvylikos dieny bégyje bei nesunkiai
atlikti papildomus validacijos eksperimentus (atlickant ZEBI geno
raiSkos indukcijg). Taciau reikia pripazinti, jog ne visos modelingje
sistemoje nustatytos jzvalgos tiesiogiai atitinka EMT virsma, stebima
in vivo. Pavyzdziui, Siame darbe EMT procesas buvo indukuojamas
TFG-p poveikyje, taciau yra Zinoma, jog kriities vézio mikroaplinkoje
veikia jvair@is papildomi signaliniai keliai, kurie daro jtakg ir EMT
virsmui. Viena i§ svarbiausiy jzvalgy EMT proceso tyrime yra daliniy
EMT biiseny jvairovés patvirtinimas. Siy biiseny svarba pabrézia ir
tai, jog net tiesiogiai indukuojant EMT virsmg modelinéje sistemoje
tik nedidelé dalis Iasteliy turéjo mezenchiminj fenotipg. Dauguma
literattiroje apraSomy EMT virsmo modeliy nurodo, jog in vivo
salygomis procesas tik i§imtinais atvejais pasiekia galutinj fenotipa.
Be to, svarbus proceso aspektas yra jo plastiSkumas, leidziantis
lastelems sugrjzti j prading epiteline biiseng. Sis atgalinis virsmas yra
vadinamas mezenchiminiy Igsteliy virsmu epitelinémis (MET) ir yra
svarbus embriogenezés bei vézio metastaziy susidarymo metu. Taciau
Siame darbe EMT virsmo plastiSkumas negaléjo biti analizuojamas,
kadangi lastelés buvo pastoviai stimuliuojamos EMT kryptimi.
Atlikty tyrimy tikslas buvo istirti scRNA-Seq ir kompiuteriniy
algoritmy pritaikomuma sudétingy biologiniy procesy tyrimui. Sioje
disertacijos dalyje pristatomi rezultatai jrodo, jog taikant pazangius
technologinius ir bioinformatinius metodus galima ne tik patikimai
charakterizuoti sudétingg biologini virsma, bet ir pateikti naujy
izvalgy apie detaliai iStyrinéta procesa.
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Kriities véZio pacienty imuniniy lgsteliy tyrimas

Sioje disertacijos dalyje yra pristatomi kriities véZio pacienty
imuniniy Igsteliy tyrimo rezultatai, kurie taip pat yra aprasyti
disertacijos tema parengtoje publikacijoje [20]. Vykdytus tyrimus
galima padalinti | dvi dalis. Pirmosios dalies tyrimy tikslas buvo
sudaryti kriities vézio pacienty imuniniy lgsteliy zemélapj. Kitame
tyrimo etape buvo siekiama charakterizuoti navike aptinkamas
imunines lasteles.

Lentelé 7. Darbo metu iStirty krities véZio pacienty méginiy apibendrinimas. ER
ir PER Zymeny atveju nurodoma véziniy lasteliy dalis, kurioje buvo nustatytas Zymuo
klinikingje praktikoje naudojamais metodais.

Audinys Zymuo
Pacientas Navikas Svez'kas Kraujas ~ Limfmazgis ER PR Her2
audinys
BCl1 + + + - 0.95 0.95 -
BC2 + + . + 0.9 0.1 -
BC3 + + - - 0 0 -
BC4 + - + - 0.95 0.95 -
BC5 + - - - 0.05 0.01 -
BC6 + - - - 0.99 0.01 -
BC7 4 } , - 0 0 +
BCS8 + - - - 02 0.05 -

Atlikto tyrimo metu buvo iStirti aStuoniy pacienty méginiai
(lentelé 7). Pacientai prie§ operacija nebuvo papildomai gydyti. Tais
atvejais, kai operacijos aplinkybés sudaré¢ galimybg, buvo
analizuojami ir sveiko audinio, kraujo bei limfmazgiy pavienés
lastelés 1§ to paties paciento. Darbo metu tirti pacientai pasizyméjo
skirtingais kriities vézio tipais, kurie buvo nustatyti remiantis
standartiniais Zymenimis (lentel¢ 7). Sviezi klinikiniai méginiai buvo
disocijuojami, imuninés lgstelés atrenkamos FACS citometrijos
pagalba (pagal CD45 Zymenj) ir analizuojamos inDrops scRNA-Seq
metodu. Siekiant uztikrinti aukStg tyrimo jautrumg visy sekoskaitos
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eksperimenty mety buvo pasiekas >91% sekoskaitos jsisotinimas. I$
viso tyrimo metu buvo iSanalizuotos 62 024 pavienés lastelés.

1550 1261 2864 ‘ 3
1152 ‘ 445 7.93
BC1 BC2 esss BC3 » BC4 .
85.57
21.93
48.65 2497
" 7~ .97 1047
: ' 1412
6.85 7.86
BC5 s BC6 1827 BC7 BC8
£5.88 9.34 5115 64.34
T limfocitai Neutrofilai Monocitai NK Iastelés
B limfocitai Dendritinés lasteles ™8 Makrofagai Putliosios lastelés
B Hlpoksuos signalas C Fosforilinimo signalas
BCt I 1' BC4 | F '
BC4 ” «» BC2 "
3 Bcs - £ BQ1 q “Su
€ BCs 3T § BC7 I .88
T = — >,
‘5 BC3 F ga g8 | >3
& se7 1 g N Q BCS m “g "
BC2 BC6 | .
BCS | BC8

1
RURHE UG HHETH L

8 Pav. A paveikslas: Skritulinés diagramos, apibendrinancios kiekvieno paciento
naviko imuniniy lasteliy sudétj. Skirtingos spalvos zymi skirtingus Iasteliy tipus. B
paveikslas: Kairéje nurodomi hipoksijos metabolinio signalo vidurkis visoms
kiekvieno paciento pavienéms lasteléms. DeSinéje — konkreciy geny, susijusiy su
metaboliniu signalu, raiSka kiekvienam pacientui. C paveikslas: kairéje nurodomi
oksidacinio fosforilinimo metabolinio signalo vidurkis visoms kiekvieno paciento
pavienéms lastelés; deSinéje — konkreCiy geny, susijusiy su metaboliniu signalu,
raiska kiekvienam pacientui.

Pirmuoju darbo etapu kiekvieno paciento méginiai buvo
analizuojami atskirai. Pavienés Igstelés buvo grupuojamos ir
kiekvienos grupés buvo nustatomos atliekant vidutinés geny raiskos
profilio palyginimg su literatiiroje apraSomais imuniniy lasteliy geny
raiSkos profiliais. Atliekant §ig analize buvo siekiama patvirtinti, jog
visy pacienty atveju buvo nustatomi tikétini imuniniy lasteliy tipai.
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Atlikta analizé atskleide¢, jog tarp pacienty yra stebimas Zenklus
imuniniy lasteliy sudéties variabilumas (8 pav. A). Pavyzdziui,
mieloidiniy lgsteliy frakcija varijuoja 4-55% ribose, o T limfocity
frakcija — 21-96% ribose. Siekiant jvertinti Sio variabilumo priezastis
buvo atlieckama vézio metaboliniy signaly analizé. Remiantis GSEA
duomeny bazéje pateikiamais duomenimis buvo analizuojama
hipoksijos, riebaly metabolizmo, glikolizés ir oksidacinio
fosforilinimo signalai. Rezultatai parodé, jog pacienty méginiuose
buvo aktyvus skirtingi signalo genai (8 pav. B ir C). Tokie rezultatai
leidzia manyti, jog daliniai imuniniy lgsteliy sudéties skirtumai tarp
pacienty yra nulemiami skirtingy naviko mikroaplinkos signaly.

Kitu tyrimo etapu buvo konstruojamas kriities vézio pacienty
imuniniy lagsteliy atlasas. D¢l zenkliy techniniy tyrimo artefakty
(operacijos eigos, audiniy disociacijos bei méginiy transportavimo
salygy skirtumy poveikio) pradiniai duomenys pasizyméjo zenkliu
specifiSkumu pacientui. Siekiant pasalinti stebimus artefaktus buvo
pritaikytas duomeny normalizavimo ir praturtinimo algoritmas Biscuit
[37]. Po normalizavimo, praturtinimo ir duomeny apjungimo buvo
nustatytos 95 lgsteliy grupés. Dalis i$ jy buvo Zemos kokybés Igstelés
ir buvo pasalinti i§ analizés. Po Sio pradinio duomeny apdorojimo
sudarytas pavieniy lgsteliy atlasas apémé 57 143 pavienes lgsteles.
Toliau kiekvienai grupei buvo priskiriamas Igstelés tipas lyginant
viduting grupés geny raiska su literatliroje apraSomais imuniniy
lasteliy geny raiskos profiliais. Sios analizés metu nustatyta, jog dalis
grupiy atitiko véZzines naviko lasteles. Sios grupés buvo pasalintos i3
tolimesnés analizés. Darbo rezultatas yra 47 016 pavienes lasteles i$
aStuoniy pacienty apimantis imuniniy lgsteliy atlasas (9 pav. A). I$
viso nustatytos 83 lgsteliy grupés atitinkancios Siuos lasteliy tipus: 38
T limfocity grupés, 27 mieloidiniy lgsteliy grupés, 9 B limfocity
grupés ir 9 NK Iasteliy grupés. Svarbu paminéti, jog iSskiriant Sias
lasteliy grupes buvo naudojami viso transkriptomo duomenys ir tik po
to buvo nustatomas konkretus Igsteliy tipas pagal specifinius
literatliroje nurodomus Zymenis. Tolesnio tyrimo metu pagrindinis
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démesys buvo skirtas T limfocity ir mieloidiniy Iasteliy
charakterizavimui dél Siy lgsteliy svarbos vézio imunoterapijos
kontekste.

Analizuojant imuniniy lgsteliy sudéties skirtumus tarp skirtingy
audiniy buvo nustatyti akivaizdiis skirtumai (9 pav. B ir C). Statistiskai
patikimai galima daryti keletg iSvady. Pavyzdziui, naiviis T limfocitai
daugiausiai aptinkami kraujyje (x*, p = 3x10™), o B limfocitai yra
dazniau stebimi limfmazgyje (3% p = 0,0). Sios jzvalgos néra naujos,
taCiau aukstas statistinis patikimumas jrodo atliktos analizés tiksluma.
Lyginant sveikg ir vézinj kriities audinius galima pastebéti akivaizdy
imuniniy lasteliy sudéties jvairovés padid¢jimg navike (9 pav. B).
Jdomu tai, jog nustatytas tiek citotoksiniy T limfocity (32 p = 3x10°
), tiek reguliaciniy T limfocity (% p = 5x10™") kiekio padidéjimas.
Tokie rezultatai atskleidzia sudétingg pusiausvyra tarp imuninés
sistemos  aktyvacijos ir slopinimo naviko mikroaplinkoje.
Analogiskai, stebimas makrofagy jvairovés padidéjimas navike (%2, p
= 0,0) lyginant su sveiku audiniu. Svarbi jZvalga yra ir tai, jog didelé
dalis sveikame kriities audinyje aptinkamy imuniniy lgsteliy tipy
nebuvo nustatomi kraujyje bei limfmazgyje. IS kitos pusés, visos
sveikame kriities audinyje aptinkamos imuninés lgstelés yra naviko
imuninés sudéties dalis. Tokie rezultatai rodo, jog navike vyksta
imuniniy lasteliy fenotipy jvairovés padidéjimas. Apibendrinant Sias
jzvalgas, galima teigti, jog audinio aplinka yra svarbi formuojant
imuniniy Igsteliy sudétis.
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9 Pav. A paveikslas: kriities vézio pacienty imuniniy lasteliy atlaso vizualizacija tSNE
algoritmu. Skirtingos spalvos Zymi skirtingas lasteliy grupes. B paveikslas: skirtingy
audiniy imuniniy sudéties vizualizacija tSNE algoritmu. Skirtingos spalvos Zymi
skirtingas lasteliy grupes. C paveikslas: skritulinés diagramos apibendrinancios
kiekviename tirtame audinyje nustatomus lgsteliy tipus ir jy santykinj kiekj.
Pateikiami apibendrinti visy tirty meéginiy duomenys. Skirtingos spalvos zymi
skirtingus lasteliy tipus.

Tyrimo metu nustatyta padidéjusi imuniniy lasteliy fenotipo
ivairové naviko audinyje buvo analizuojama detaliau. Siekiant
ivertinti svarbiausius veiksnius, nulemiancius fenotipo jvairovés
padidéjima, buvo atlickama daugiamatés geny ekspresijos erdvés
dimensijy mazinimo analizé. Siuo tikslu buvo taikoma difuziniy
7emélapiy analizé. Zemesnio dimensiskumo erdvéje pagrindinés
sistemg aprasancios komponentés atspindi svarbiausius biologinius
veiksnius, nulemiancius lasteliy fenotipy jvairove. Si analizé buvo
atlickama atskirai T limfocitams ir mieloidinéms lgsteléms. Tyrimo
metu nustatyta, jog svarbiausi veiksniai, lemiantys T limfocity
vairove yra lasteliy aktyvacija, terminaliné diferenciacija ir hipoksija
(10 pav.). Lasteliy iSsidéstymas pagal Siuos komponentus buvo
nagrin¢jamas dviem aspektais. Analizuojant lgsteliy i$sidéstyma
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difuzijos komponenciy erdvéje pagal audinio lokalizacija (10 pav. A),
galima teigti, jog sveikuose audiniuose yra stebima santykinai Zema
lasteliy terminaliné diferenciacija. Tokie rezultatai néra netikéti ir
sutampa su konkreCiuose audiniuose aptinkamais lasteliy tipais.
Pavyzdziui, didelé¢ dalis kraujo T limfocity buvo naivios lastelés,
kurios pasizymi itin Zemu terminalinés diferenciacijos signalu.
Analogiskai, hipoksijos jtaka taip pat stebima dazniausiai naviko
audinyje. Be to, tarp aktyvacijos ir terminalinés diferenciacijos yra
stebima santykinai aukSta koreliacija. PanaSios iSvados buvo
pristatytos ir kitame scRNA-Seq tyrime [38]. Idomu tai, jog
analizuojant naviko T limfocity i$sidéstyma pagal jy priskyrima
grupéms (10 pav. B) nesimato aiSkaus désningumo — Igstelés i§ tos
pacios grupés tolydziai iSsidésto pagal tiriamus difuzijos
komponentus. Tokie rezultatai leidzia teigti, jog prieSingai jprastam T
limfocity aktyvacijos modeliui, lgstelés esancios navike neturéty biti
skirstomos ] kelis grieztai apibréztus aktyvacijos fenotipus. Be to,
tokia analizé parodé, jog pagrindiniai difuzijos komponentai iki galo
nepaaiskina lgsteliy atsiskyrimo j grupes. Siekiant suprasti faktorius,
nulemian¢ius T limfocity grupiy jvairove, buvo atlikta papildoma
analiz¢, kurios metu buvo vertinama signaliniy keliy bei atskiry geny
tinkly aktyvacija konkreCiose lasteliy grupése (10 pav. C ir D).
Rezultatai atskleidzia, jog skirtingos to paties lasteliy tipo grupés
tarpusavyje stipriai skiriasi savo transkripcinémis programomis.
Tokius rezultatus galéty paaiskinti naviko mikroaplinkoje
susidarancios lokalios niSos, tarpusavyje besiskirianCios savo
signaline aplinka, ir nulemia stebimg lgsteliy fenotipy jvairove. Be to,
papildomos analizés rezultatai leidzia teigti, jog ne tik naviko
mikroaplinkos signalai, bet ir imuniniy lgsteliy tarpusavio sgveikos
signalai daro jtakg fenotipiniy biseny jvairovés susiformavimui.
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10 Pav. A paveikslas: T limfocity iSsidéstymas difuzijos komponenty erdvéje.
Spalvinimas pagal lasteliy kilmés audinj. B paveikslas: T limfocity iSsidéstymas
difuzijos komponenty erdvéje. Spalvinimas pagal lasteliy grupes atitinka 9 pav.
spalvas. C paveikslas: CD4+ atminties T limfocity grupiy analizé pagal jvairiy
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Analogiska difuzijos komponenciy analizé buvo atlikta ir
mieloidinéms lgsteléms (11 pav.). Pagrindiniai Siy lasteliy jvairove
paaiskinantys veiksniai: naviko makrofagy aktyvacija, monocity
aktyvacija ir plazmocitoidiniy dendritiniy lIgsteliy  (pDC)
komponentas. Nustatyta, jog audinio aplinka taip pat atlicka svarby
vaidmen] nulemiant lasteliy fenotipg (11 pav. A). PrieSingai nei T
limfocity analizés atveju, mieloidiniy Igsteliy grupés pagal difuzijos
komponentus yra iSsidésciusios labiau lokalizuotai (11 pav. B). I[domu
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ir tai, jog tyrimo duomenyse nustatyta M1 ir M2 makrofagy geny
raiskos koreliacija tose paciose lastelése. Visos trys naviko makrofagy
grupés pasizyméjo auksta abiejy bliseny geny aktyvacija. PanasSios
jzvalgos neseniai buvo pristatytos ir melanomos kontekste [39]. Tokie
rezultatai sustiprina pastaruoju metu keliamas hipotezes, jog esamas
alternatyvios makrofagy poliarizacijos modelis nepilnai paaiskina
makrofagy aktyvacijg naviko mikroaplinkoje.
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11 Pav. A paveikslas: mieloidiniy lasteliy i§sidéstymas difuzijos komponenty erdvéje.
Spalvinimas pagal lasteliy kilmés audinj. B paveikslas: mieloidiniy lasteliy
i§sidéstymas difuzijos komponenty erdvéje. Spalvinimas pagal lasteliy grupes atitinka
9 pav. spalvas.

Sioje disertacijos dalyje pristatomas kriities véZio pacienty
imuniniy lasteliy atlasas atskleidzia didel¢ imuniniy lasteliy fenotipine
jvairove bei aukstg jy sudéties variabilumg tarp skirtingy pacienty.
Vienas i§ tyrimo apribojimy yra tai, jog ne visais atvejais naviko
méginai buvo analizuojami poroje su sveiku audiniu i§ to paties
paciento (lentelé 7). D¢l to galima daryti tik ribotas iSvadas apie
imuniniy lgsteliy skirtumus tarp sveiko ir suvézéjusio kriities audinio.
Nepaisant to, turimy duomeny pakanka teigti, jog tarp S$iy audiniy
imuniniy lgsteliy sudéciy yra stebimi esminiai skirtumai. Be to, verta
atkreipti démesj | tai, jog visi sveikame audinyje stebimi imuniniy
lgsteliy tipai buvo aptinkami ir to paties paciento naviko meéginyje.
Toks rezultatas leidzia manyti, jog naviko mikroaplinkos signaly
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poveikyje Zenkliai prapleciama fenotipiné lasteliy jvairové. Tokia
hipotez¢ buvo patvirtinta ir tolesniy tyrimy rezultaty. Analogiskai,
nors analizuoty kraujo bei limfmazgiy méginiy kiekis yra dar
mazesnis, gauti rezultatai leidzia manyti, jog lasteliy tipai tarp Siy
audiniy ir vézinio audinio turi mazai panasumy. Tokios jZzvalgos
verCia pasvarstyti apie kraujyje aptinkamy imuniniy Iasteliy
biozymeny aktualumg vézio diagnostikoje. Deja, dél riboto méginiy
skaiCiaus patikimy iSvady daryti negalima, o siekiant atsakyti §j
klausimg reikalingi papildomi tyrimai.

Svarbus pavieniy lasteliy transkriptomo tyrimy aspektas yra ne
visuomet aiski riba tarp lastelés biisenos ir tipo. Remiantis
disertacijoje pristatomais rezultatais galima teigti, jog lasteliy
skirstymas pagal kanoninius jy tipus neatspindéty visos sudéties
jvairoves. IS kitos pusés, Sio tyrimo duomenys néra pakankami,
siekiant atsakyti j klausimg, ar visos aptiktos lgsteliy fenotipinés
biisenos atlieka aisky funkcinj vaidmenj. Galimai dalis 1gsteliy biiseny
yra tarpinése virsmo stadijose ir nepasizymi efektoriniu fenotipu. Taip
pat galima manyti, jog dalis nustatyty bliseny pasizymi vienodu
efektoriniu fenotipu, o stebimi transkriptomo skirtumai yra skirtingy
signaliniy aplinky lokaliose naviko mikroaplinkos niSose rezultatas.

Sioje disertacijos dalyje pristatomy tyrimu metu papildomas
démesys buvo skirtas navike aptinkamy T limfocity ir mieloidiniy
lasteliy analizei. Gauti rezultatai leidZzia manyti, jog modelis,
teigiantis, kad aktyvacijos metu T limfocitai uzima diskrecias stabilias
biisenas (pavyzdziui reguliaciniai, atminties, ar efektoriniai T
limfocitai) néra iki galo tikslus. Daugeliu atveju vienos grupés lastelés
(atitinkancios vieng fenotiping biiseng) nuosekliai iSsidésté palei
aktyvacijos komponenta. Tokie rezultatai leidzia manyti, jog T
limfocity aktyvacija naviko mikroaplinkoje yra sudétingas ir netiesinis
procesas. Mielodiniy lgsteliy atveju fenotipinés biisenos aiskiau
atsiskyré pagal pagrindinius difuzijos (variabilumo) komponentus. Sis
skirtumas gali biiti paaiskinamas tuo, jog mieloidiniy lgsteliy jvairove
didele dalimi yra formuojama jy vystymosi eigoje [40]. Tyrimo metu
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taip pat parodyta, jog esamas makrofagy poliarizacijos modelis
nepilnai paaiSkina stebimus geny raiSkos profilius. Nustatyta, jog su
M1 ir M2 poliarizacijos fenotipais siejami genai yra nustatomi toje
pacioje lastel¢je. Toks rezultatas papildo analogiskas kity mokslininky
jzvalgas inksty bei plauciy vézio kontekste [41, 42]. Atlikti tyrimai
atskleidzia scRNA-Seq technologijos potencialg sudétingy biologiniy
sistemy tyrimams. Vis délto, keliamos hipotezés turéty bati
papildomai validuojamos atliekant tikslinius eksperimentus.

Disertacijos tyrimy metu parengtas kriities vézio pacienty
imuniniy lgsteliy atlasas taip pat yra svarbus jrankis kriities vézio
tyrimy bendruomenei. Siame atlase pirmg kartg yra atskleidziama itin
didelé imuniniy lgsteliy fenotipiné jvairove, o pristatomi duomenys
leidzia geriau pazinti kriities vézio imuning¢ aplinkg. Taciau reikia
pripazinti, jog atlikti tyrimai néra pakankami visiems keliamiems
klausimams atsakyti. Svarbus aspektas, nenagrinétas Siame tyrime, yra
véziniy ir imuniniy lgsteliy tarpusavio sgveika. Taip pat, tolesniy
tyrimy metu biity tikslinga analizuoti pacientus gydymo eigoje. Tokie
tyrimai galéty padéti suprasti jvairiy prieS§véziniy terapijy poveikj bei
apribojimus ir padéti efektyviau gydyti pacientus.
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ISVADOS

Optimizuojant  atskirus inDrops metodo sekoskaitos
bibliotekos paruosimo zingsnius, buvo iki 10-ies karty
padidintas transkripty kiekj, nustatoma i$ pavieniy lasteliy.
Difuzijos Zemélapiais paremtas duomeny praturtinimo
algoritmas (MAGIC) atkuria geny-geny sgveikos informacija,
kuri prarandama dél pradiniy duomeny retumo.

EMT procesa indukuojant TGF-B transkripcijos faktorius
ZEBI tiesiogiai ir netiesiogiai aktyvuoja 1085-ies geny raiska.
Tarp skirtingy pacienty kriities naviky yra stebima skirtinga
navikg infiltruojanéiy imuniniy lgsteliy jvairové. Siuos
skirtumus lemia skirtingi vézio mikroaplinkos signalai.
Mieloidiniy lasteliy frakcija varijuoja 4-55% ribose, o T
limfocity frakcija — 21-96% ribose.

Kriities vézio audinyje yra aptinkama Zenkliai didesné¢ T
limfocity fenotipiniy bliseny jvairové lyginant su sveiku
kraties audiniu. Trys svarbiausi veiksniai lemiantys jvairoveés
padidéjimg yra T lasteliy aktyvacija, terminaliné
diferenciacija bei hipoksija.
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