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SANTRUMPOS

786-0 — inksty adenokarcinomos lasteliy linija;

A — Sakojmosi taskas;

Ab49 — 7zmogaus alveoliy bazinio epitelio adenokarcinomos lgsteliy linija;
a.r. — aminoraigstis;

ARE - adeninno ir uracilo nukleotidy pasikartojimy turincios sekos
(angl. adenylate-uridylate-rich elements);

ARNT - aromatiniy angliavandeniliy junginiy receptoriaus branduolio
translokacinis  baltymas (angl. aryl hydrocarbon receptor nucler
translocator);

APA — alternatyviojo poliadenilinimo seka;

AS — alternatyviai splaisinamas;

ASO - oligonukleotidai geny terapijai (angl. antisense oligonucleotides);
ATP — adenozin-5'-trifosfatas;

Bcl-X — iSorinés mitochondrijy membranos baltymas;

bHLH — spiralé-kilpa-spiralé-motyvas;

BNIP3 — su BCL2/adenoviruso E1B 19 kDa baltymy saveikaujantis
baltymas 2;

bp — baziy pora;

CAIX — karboanhidrazé IX (angl. carbonic anhydrase);

Caki-1 — inksty skaidriyjy lasteliy karcinomos lasteliy linija, kilusi i$
metastaziniy zidiniy odoje;

CASP — kaspaze;

cDNR — kopijiné DNR

Cyr6l — daug cisteino turintis angiogenezés aktyviklis (angl. cysteine-rich
angiogenic inducer 61);

CLK — CLK/STY seimos kinazés (angl. cell division cycle (CDC) like
kinazes);

COLO 205 — gaubtinés zarnos adenokarcinomos lasteliy linija, kilusi i§
pilvaplévés ertmés skysciuose esanéiy metastaziniy zidiniy lgsteliy;

CircRNR — ziediné viengrandé RNR molekul¢;

C-TAD - transkripcijos aktyvacijos motyvas C-galinéje baltymo
aminoriigséiy sekoje;

Da — daltonas;

DD - ziities domenas;

DISC - lastelés zitj inicijuojantis kompleksas (angl. Death-inducing
signaling complex);

DNR — deoksiribonukleortigstis;

ESE — egzoniné splaisingg stimuliuojanti seka,
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ESS — egzoniné splaisingg slopinanti seka;

Fas — naviky nekrozés veiksnio receptoriy $eimai (TNFR) priklausantis
lastelés pavirsSiaus zities receptorius.

FasL — Fas ligandas;

FFD — saveikos su fosfataze domenas;

FIH-1 — dioksigenaziy $eimos baltymas (angl. factor inhibiting HIF);

FL - viso ilgio;

GAP — GTP hidrolizuojantjji domeng aktyvuojantys baltymai;

GEF - guanino pasikeitimo veiksniai (angl. guanine nucleotide exchange
factors);

GDI — GDP disociacija slopinantys baltymai (angl. GDP dissociation
inhibitor);

GDP — guanozin-5'-difosfatas;

SgRNR — kreipiané¢ioji RNR (angl. single guide RNA);

GTP — guanozin-5'-trifosfatas;

HCT116 — gaubtinés zarnos karcinomos Igsteliy linija;

HEK 293A — embrioninés inksty lasteliy su jterptu 5 tipo adenoviruso genu
linija;

Hela — Zzmogaus gimdos kaklelio karcinomos lgsteliy linija;

HIF — hipoksijos indukuojami veiksniai (angl. hypoxia indusible faktors);
HIF-1 — heterodimerinis baltymy kompleksas, sudarytas i§ HIF-1« ir HIF-1p
subvienety;

HIF-o — hipoksijos indukuojamo veiksnio alfa subvienetas;

HIF-B — hipoksijos indukuojamo veiksnio beta subvienetas;

hnRNP — heterogeninés branduolio ribonukleobaltyminés dalelés (hnRNP
Al, hnRNP AB, hnRNP I ir kt.);

HRE — atsako j hipoksijg sritis;

HuR — Hu antigenas R;

pVHL — von Hippel-Lindau baltymas;

iIRNR — informaciné RNR;

ISE — introniné splaisingg stimuliuojanti seka;

ISS — introniné splaisingg slopinanti seka;

Y — pirimidino nukeotidas;

KATO Ill — skrandzio karcinomos lasteliy linija, kilusi i§ metastaziniy
zidiniy limfmazgiuose;

KH — hnRNP K homologinis sgveikos su RNR domenas;

KHSRP — KH baltymy $eimai priklausantis splaisingo veiksnys;

MiRNR — mikroRNR;

N-TAD - transkripcijos aktyvacijos motyvas N-galinéje baltymo
aminortigsc¢iy sekoje;



PANK-1 — Zmogaus kasos lataky karcinomos Igsteliy linija;

PGR — polimerazés grandininé reakcija;

PHD - prolilhidroksilazés;

Py — polipirimidininé seka;

pre-iRNR — informacinés ribonukleortigsties (RNR) pirmtakeé;

gRRM — kvazisgveikos su RNR domenas;

R — purino bazg turintis nukleotidas;

Racl — su Ras susijes C3 botulino toksino substratas 1;

Raclb — 19 aminoriigs¢iy liekany intarpas turinti Racl baltymo izoforma;
RGG — i§ arginino ir dviejy glicino aminortigséiy liekany sekos sudarytas
sgveikos su RNR domenas;

RISC — RNR indukuotas geny raiSka slopinantis kompleksas (angl. RNA-
induced silencing complex);

RNP — ribonukleobaltyminé dalel¢;

RNR — ribonukleoraigstis;

RRM — RNR atpazinimo motyvas;

RRMH — RRM homologas;

RS — daug pasikartojanciy arginino (R) ir serino (S) aminortigséiy liekany
turintis motyvas;

RT-PGR - atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandininé reakcija;
RT-gPGR — kiekybiné atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandininé
reakcija;

sFas — tirpi Fas baltymo izoforma;

SNRNP — maza branduolio ribonukleobaltyminé dalelé (U1, U2 ir kt.);
SNRNR — maza branduolio ribonukleoraigstis;

SPF45 — 45 kDa splaisingo veiksnys;

SR — RS domena turintys baltymai (SRSF1, SRSF2 ir kt.)

SU.86.86 — zmogaus kasos lataky karcinomos lasteliy linija, Kilusi i$
metastaziniy zidiniy kepenyse;

T3M4 — Zzmogaus kasos karcinomos lgsteliy linija;

U2AF — U2 snRNP pagalbinis veiksnys;

U2AF65 — U2 snRNP pagalbinio veiksnio didysis (65 kDa) subvienetas;
U2AF35 — U2 snRNP pagalbinio veiksnio mazasis (35 kDa) subvienetas;
UHM — U2AF homologinis domenas;

UHL — U2AF ligando domenas;

UTR — netransliuojama sritis;

VEGFA — kraujagysliy endotelio augimo veiksnys.
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IVADAS

Darbo aktualumas

Onkologinés ligos islicka viena opiausiy visuomenés problemy, nes
sergamumas ir mirstamumas nuo jy nuolat didéja tiek Lietuvoje, tiek visame
pasaulyje. Pastarojo deSimtmecio atradimai suteiké daug vertingos
informacijos apie organizme vykstancius onkologinius procesus, taiau
akivaizdu, kad miisy zinios $ioje srityje vis dar néra iSsamios. Nors mokslo
pazanga leido jdiegti jvairius vézio profilaktikos bei diagnostikos metodus,
vis dar negalime teigti, kad su onkologinémis ligomis kovojama pakankamai
efektyviai. Dél to jauciamas nuolatinis iSsamiy duomeny apie lasteléje
vykstanciy svarbiy Dbiologiniy procesy pokyéius poreikis. Pre-iRNR
splaisingas yra labai svarbus geny raiska reguliuojantis procesas, tad nieko
keista, kad splaisingo pokyciai nustatyti daugelio jvairiy ligy, ypaé
onkologiniy, atvejais. Todél su ligomis siejamy iRNR izoformy raiskos ir ja
reguliuojanciy veiksniy tyrimai ilieka aktualiis, o atlikty tyrimy rezultatai
papildo Zinias apie jvairius Igstelése vykstancius patologinius procesus.

Siame moksliniame darbe aprasomas sveikuose ir navikiniuose
virskinimo trakto organy audiniuose bei i§ virskinimo trakto organy naviky
iSvestose lasteliy linijose atliktas splaisingg reguliuojanciy veiksniy ir su
onkologinémis ligomis siejamy iRNR izoformy raiSkos tyrimas ir
nagrinéjama, ar (kaip) hipoksiné mikroaplinka Igstelése veikia su
onkologinémis ligomis siejamus pre-iRNR splaisingo pokycius.

Vystant naujas onkologiniy ligy gydymo strategijas, aktyviai tyrinéjami
jvairlis antivéziniai splaisingg slopinantys arba iRNR raiskos pakitimus
sukeliantys junginiai. Pradiniame S$iy junginiy tyrimy etape kaip naviko
modeliné sistema daZniausiai naudojamos i§ naviky iSvestos Igsteliy linijos.
Taciau sékmingai lasteliy linijose atlikti naujy antivéziniy vaisty ir gydymo
strategijy bandymai 3D lasteliy sistemose arba pradiniuose klinikiniy tyrimy
etapuose daznai nepasitvirtina: pre-iRNR splaisingg Iastelése veikiantys
junginiai neveikia taip kaip modelinése lasteliy linijy sistemose arba veikia
labai neefektyviai. Deja, duomeny, leidzian¢iy tiksliai apibrézti Siy skirtumy
priezastis, kol kas labai triiksta. Siame moksliniame darbe atlikti tyrimai
parodé navikiniuose audiniuose ir dazniausiai naudojamose lasteliy linijose
egzistuojancius splaisingo veiksniy ir su onkologinémis ligomis siejamy
iRNR izoformy raiSkos skirtumus. Gauti rezultatai suteikia vertingos
informacijos apie skirtingose sistemose vykstancCius ligas inicijuojancius
biologinius procesus.
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Nors nuodugni naviky lgsteliy genomy analizé leido pasiekti didziule
pazangg antivéziniy terapijy kirimo srityje, navikiniy lasteliy atsparumas
taikomam gydymui iSliecka pagrindiné mirties nuo véZzio prieZastis.
Akivaizdu, kad naviky lastelése vykstantys patologiniai procesai priklauso
ne tik nuo genetiniy veiksniy, bet ir nuo Iasteliy mikroaplinkos poveikio.
Hipoksija yra vienas i§ pagrindiniy naviko lgsteliy mikroaplinkos
komponenty. Sumazéjes deguonies kiekis lasteliy aplinkoje siejamas ne tik
su onkologiniy, bet ir su jvairiy kity ligy, pavyzdziui, infarkto, periferiniy ir
vainikiniy arterijy ligy, anemijos, plauciy arterijos hipertenzijos,
eritrocitozeés, Alzheimerio, Parkinsono, Huntingtono ligy, atsiradimu ir
vystymusi. Zinoma, kad hipoksiné mikroaplinka Igstelése lemia pre-iRNR
splaisingo pokycius, taCiau §io proceso mechanizmas ir jji reguliuojantys
veiksniai néra Zinomi. Dél §ios priezasties nuo hipoksijos priklausomo pre-
iRNR splaisingo ir ji reguliuojanciy veiksniy tyrimai iSlieka labai aktualiis
siekiant kontroliuoti su ligomis siejamy iRNR susidarymo procesus.

Darbo tikslai:

1. Sveikuose ir navikiniuose virskinimo trakto organy audiniuose istirti
splaisingo veiksniy bei su onkologinémis ligomis siejamy iRNR
izoformy raiSkg ir palyginti su $iy veiksniy bei iRNR izoformy
raiska i§ virSkinimo trakto organy naviky iSvestose lasteliy linijose.

2. Nustatyti, kaip lasteliy aplinkoje sumazéjes deguonies kiekis
(hipoksija) veikia su onkologinémis ligomis siejamy iRNR izoformy
raiSka, ir iStirti, ar Zinomi splaisingo veiksniai hipoksinése lastelése
reguliuoja $iy iRNR izoformy susidaryma.

Darbo uZdaviniai:

1. Palyginti splaisinga reguliuojanciy veiksniy U2AF65, U2AF35,
SRSF1, SRSF2 ir KHSRP raiska sveikuose ir navikiniuose
virskinimo trakto organy audiniuose.

2. Palyginti su onkologinémis ligomis siejamy Fas ir Racl iRNR

izoformy susidarymo profilius sveikuose ir navikiniuose virskinimo
trakto organy audiniuose.
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3. Palyginti splaisingg reguliuojanciy veiksniy U2AF65, U2AF35,
SRSF1, SRSF2 ir KHSRP raiska i$ vir§kinimo trakto organy naviky
iSvestose lasteliy linijose su veiksniy raiska HEK 293 A Iastelése.

4. Nustatyti su onkologinémis ligomis siejamy Fas ir Racl iRNR
izoformy susidarymo profilius i§ virskinimo trakto organy naviky
iSvestose ir HEK 293 A lasteliy linijose.

5. ISsiaiskinti, ar Igsteliy linijose hipoksinés aplinkos salygos daro jtaka
su onkologinémis ligomis siejamy Fas ir Racl iRNR izoformy
susidarymui.

6. Nustatyti, ar (kaip) hipoksiné mikroaplinka lgsteliy linijose keicia
splaisingo veiksniy SPF45 ir hnRNP Al raiska.

7. Nustatyti, ar splaisingo veiksniai SPF45 ir hnRNP Al hipoksinése
lastelése reguliuoja Fas geno iRNR izoformy susidaryma.

Darbo mokslinis naujumas ir praktiné verté

Disertaciniame darbe nagrinéjamos su onkologinémis ligomis siejamy
iRNR izoformy raiSkos pokyc¢iy priezastys ir tiriami Siuos pokycius
sukeliantys genetiniai bei iSoriniai (mikroaplinkos) veiksniai.

Darbe nuodugniai istirta su onkologinémis ligomis siejamy Fas ir Racl
geny iRNR susidarymo ir splaisingg reguliuojanciy veiksniy U2AF6S,
U2AF35, SRSF1, SRSF2 ir KHSRP raiska virskinimo trakto organy
sveikuose ir navikiniuose audiniuose bei i§ virSkinimo trakto organy naviky
iSvestose lasteliy linijose. Duomeny apie tokio tipo naviky ir i$ jy iSvesty
lasteliy linijy tyrimus literatiroje yra labai nedaug. Siame darbe nustatyti
skirtingi splaisingo veiksniy ir su onkologinémis ligomis siejamy iRNR
izoformy raiSkos profiliai parodé, kad i§ naviky iSvestos lgsteliy linijos
skiriasi tiek nuo sveiky, tiek nuo navikiniy audiniy. Sie rezultatai patvirtina,
kad Igsteliy linijos, kaip modelin¢ sistema, ne iki galo atspindi visus
navikinése Igstelése vykstancius biologinius procesus. Gauti nauji duomenys
leidzia paaiskinti, kodél seékmingai lgsteliy linijose atlikti antivéziniy vaisty
ar gydymo strategijy bandymai pradiniuose klinikiniy tyrimy etapuose
daznai nepasitvirtina. Tyrimo metu skirtinguose augliy tipuose identifikuota
jiems budinga skirtingy splaisingo veiksniy raiska, todél veiksniai U2AF65,
U2AF35, SRSF1, SRSF2 ir KHSRP gali bati panaudoti kaip potencialiis
zymenys naviky diferencinéi diagnostikai.
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Moksliniame darbe apibiidinti nuo sumazéjusio deguonies kiekio
aplinkoje (hipoksijos) priklausomos iRNR raiskos ir §] procesa
reguliuojanciy veiksniy tyrimai. Parodytata, kad hipoksiné mikroaplinka i§
virskinimo trakto organy naviky iSvestose lasteliy linijose kei¢ia Fas iRNR
izoformy raiska, tadiau Racl iRNR izoformy raiska nuo hipoksijos
nepriklauso. Iki §iol tokiy duomeny literatiiroje nebuvo. Taip pat darbe
parodyta, kad splaisingo veiksniai SPF45 ir hnRNP Al hipoksinémis
aplinkos salygomis Fas geno iRNR izoformy susidarymo nereguliuoja. Sie
rezultatai suteikia naujy Zziniy apie tai, kokiag jtaka lasteliy hipoksiné
mikroaplinka daro su onkologinémis ligomis siejamy iRNR raiskai.
Pasinaudojant Siais duomenimis ir tinkamai jvertinus hipoksinés
mikroaplinkos poveikj, lasteliy modelinése sistemose bus galima sukurti
augliy mikoraplinka maksimaliai atitinkancias saglygas. Tik tinkamai parinkta
pradiniy tyrimy modeliné sistema yra sékmingy naujy antivéziniy terapijy
pagrindas. Taip pat gauti rezultatai yra labai vertingi siekiant kontroliuoti su
ligomis siejamy iRNR susidarymo procesus ir taip uzkirsti kelig jvairiems
patologiniams procesams.

Ginamieji teiginiai
1. Splaisingo veiksniy SRSF1, SRSF2, U2AF35, U2AF65 ir KHSRP

raiska kasos, gaubtinés zarnos ir skrandZio navikuose Kinta nevienodai.

2. Tirtuose navikuose lyginti su sveikais audiniais, antiapoptoziniy sFas
ir Rac1b iRNR izoformy raiska didéja.

3. Splaisingo veiksniy SRSF1, SRSF2, U2AF35, U2AF65 ir KHSRP
raiSka visose tirtose i$ virSkinimo trakto organy naviky iSvestose lasteliy
linijose, palygint su jy raiSka HEK 293A lasteliy linijoje, Kinta.

4. Su onkologinémis ligomis siejamy Fas ir Racl iRNR izoformy raiska
i§ virSkinimo trakto organy naviky iSvestose lasteliy linijose neatitinka
navikuose nustatyto $iy iRNR izoformy raiSkos profilio.

14



5. Deguonies kiekio aplinkoje pokyciai i§ virSkinamo trakto organy
naviky iSvestose lgsteliy linijose lemia Fas iRNR izoformy raiska, taciau
Rac1 iRNR izoformy raiska nuo deguonies kiekio aplinkoje nepriklauso.

6. Splaisingo veiksniy SPF45 ir hnRNP Al raiska tirtose lgsteliy linijose
nuo deguonies koncentracijos poky¢iy aplinkoje nepriklauso.

7. Sumazéjus deguonies kiekiui aplinkoje pasikeitusios Fas geno iRNR
izoformy raiskos splaisingo veiksniai SPF45 ir hnRNP A1 neveikia.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. iRNR brendimas eukariotuose: splaisingas

Eukarioty genai sudaryti i§ koduojanciy (egzoniniy) ir jy nekoduojanciy
(introniniy) seky. Eukariotiniy Igsteliy branduoliuose susidar¢ nesubrende
iIRNR transkriptai (pre-iRNR) yra modifikuojami: vykdomas ,kepurés®
uzdéjimas, pre-iRNR splaisingas ir 3' iRNR galinés dalies poliadenilinimas.
»Kepurés® uzdéjimas — tai procesas, kurio metu prie 5' pre-iRNR grandinés
galo prijungiamas 7-metilguanozin-5'-trifosfatas. Poliadenilinimu vadinamas
100-200 adenino baziy prijungimas prie iRNR 3' grandinés sekos.

Lastelés branduolyje vykstantis procesas, kurio metu i§ pre-iRNR sekos
pasalinami intronai, o egzonai sujungiami, vadinamas splaisingu (Black,
2000). Eukariotiniuose organizmuose vyksta savaiminis ir reguliuojamas
pre-iRNR splaisingas. Savaiminis pre-iRNR splaisingo procesas vyksta
archéjose, eubakterijose, Zemesniyjy eukarioty branduoliuose ir Zemesniyjy
bei aukstesniyjy eukarioty organelése (mitochondrijose, chloroplastuose).
Savaiminio splaisingo procesg aktyvina pacios RNR molekulés (Saldanha,
Mohr et al., 1993). Reguliuojamas splaisingas vyksta aukstesniyjy eukarioty
branduoliuose. Jj vykdo ir reguliuoja ribonukleobaltyminis kompleksas —
splaisosoma (Will ir Luhrmann, 2011). Skiriami du reguliuojamo splaisingo
tipai: alternatyvusis ir konstitutyvusis splaisingas. Vykstant konstitutyviajam
splaisingui, visi gena sudarantys egzonai jungiami j iRNR seka.
Alternatyviojo splaisingo metu nuo tos pacios pre-iRNR susidaro skirtingos
iRNR izoformos (Zheng, Fu et al., 2005).

1.1.1. Pre-iRNR splaisingo mechanizmas

Introny Salinimas i§ susintetintos naujos pre-iRNR molekulés yra
sudétingas ir grieztai reguliuojamas procesas, kurj vykdo splaisosoma. Tai
eukariotiniy lasteliy branduoliuose esantis dinamiSkas baltymy ir mazyjy
branduolio RNR (angl. small nuclear RNA, snRNA) kompleksas (Will ir
Luhrmann, 2011). Eukariotuose identifikuotos dviejy tipy — U2 ir U12 —
splaisosomos (Basu, Makalowski et al., 2008).
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1.1.1.1.Kanoninés pre-iRNR sekos

Kanoninés pre-iIRNR sekos — tai egzono ir introno sandiiroje esancios 5'
ir 3' splaisingo taikiniy sekos bei intronuose nustatyta Sakojimosi tasko ir
polipirimidininé seka (1 pav.) (Yoshimi ir Abdel-Wahab, 2017).

5' splaisingo Sakojimosi 3' splaisingo
taikinio seka tasko seka taikinio seka
1 I 1 T 1
URAGU = YNCURAC—Y0.,YAG[G__Egzonas 2]
,f | I—
Sakojimosi Polipirimidininé
taskas seka

1 pav. Aukstesniyjy eukarioty U2 tipo introny kanoninés pre-iRNR sekos. 5' ir 3'
splaisingo taikiniy sekos, Sakojimosi tasko seka ir Sakojimosi taskas, polipirimidininé seka.
Cia R — purino nukleotidas, Y — pirimidino nukleotidas, N — bet koks nukleotidas;
konservatyviis nukleotidai parySkinti (A — adeninas, G — guaninas, U — uracilas) (Yoshimi ir
Abdel-Wahab, 2017)

Aukstesniuosiuose eukariotuose introno pradzig ir pabaigg Zymi
kanoninése sekose esantys GU ir AG nukleotidai, kurie buidingi didziajai
daliai visy eukariotuose nustatyty introny. Siuos intronus i3 pre-iRNR sekos
Salina pagrindiné vadinamoji U2 splaisosoma. Intronuose pries 3' splaisingo
taikinio sekg esantis Sakojimosi tagkas nuo jos nutoles per 15-45 nukleotidy.
Aukstesniuosiuose eukariotuose $akojimosi taskas dazniausiai biina adenino
nukleotidas (Touchman, D'Souza et al., 1995). Intronuose tarp 3' splaisingo
taikinio ir Sakojimosi tasko seky nustatyta skirtingo ilgio pirimidino
nukleotidy uracilo (U) ir (ar) citozino (C) sritis, vadinama polipirimidinine
seka. Polipirimidininés sekos skirstomos ] stiprias, turinCias ilgas ir
nepertraukiamas U/C sekas ir silpnas, kurioms badingos jsiterpusiy purino
nukleotidy pertrauktos trumpos U/C nukleotidy sekos. Polipirimidininé seka
sustiprina 3" splaisingo taikinio sekos atpazinimg (Mullen, Smith et al.,
1991).

1.1.1.2. U2 splaisosoma

U2 splaisosoma, dar vadinama pagrindine splaisosoma, eukariotuose
katalizuoja ~99 % zmogaus introniniy seky pasalinimag (Will ir Luhrmann,
2011). Ja sudaro penkios mazos branduolio ribonukleobaltyminés dalelés
(angl. small nuclear ribonucleoprotein particles, snRNP) U1, U2, U5 ir
U4/U6. Kiekvieng jy sudaro unikalios ~150 nukleotidy ilgio mazosios
branduolio RNR (angl. small nuclear RNR, snRNR), septyni bendri sSnRNP
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Serdj formuojantys baltymai (SmB/SmB’, SmD1, SmD2, SmD3, SmE, SmF
ir SmG) ir keletas papildomy Kkiekvienai ribonukleobaltyminei dalelei
budingy baltymy (Azubel, Wolf et al., 2004). Cheminiu pozidriu pre-iRNR
splaisingas yra dviejy pakopy transesterifikacijos reakcija, kurig katalizuoja
splaisosoma (2 pav.).

5' splaisingo  3' splaisingo

taikinio seka taikinio seka

¥ Y

[t — [ OH\%@ —»EIZH/()
‘OH

1-0ji reakcija 2-0ji reakcija iRNR Intronas

2 pav. Pre-iRNR splaisingo mechanizmas — dviejy pakopy transesterifikacijos reakcija.
Linija Zymi intronines sekas, langeliai Zymi egzonines Sekas, rodyklémis pazymétos
reakcijoje dalyvaujancios funkcinés grupés; A — Sakojimosi taskas (Horowitz, 2012)

Splaisosomos formavimasis yra dinamiskas etapais vykstantis procesas (3
pav.). Splaisosomos susirinkimas prasideda tada, kai su pre-iRNR 5'
egzonine seka saveikaujantys SR baltymai prie 5' splaisingo taikinio sekos
pritraukia Ul snRNP dalel¢. Ul snRNP dalelé jungiasi prie 5' splaisingo
taikinio sekos. Prie $akojimosi tasko sekos jungiasi splaisingo veiksnys SF1
(angl. splicing factor 1), o U2 pagalbinio heterodimerinio veiksnio (angl. U2
auxiliary factor, U2AF) 65 ir 35 kDa subvienetai U2AF65 ir U2AF35
saveikauja su atitinkama polipirimidinine seka (Py) ir 3' splaisingo taikinio
sekos AG nukleotidais. Susidaro nuo ATP hidrolizés nepriklausomas
vadinamasis ankstyvasis, arba E (angl. early), splaisosomos kompleksas
(Das, Zhou et al., 2000).

E komplekso komponentai U2AF65 ir SF1 prie pre-iRNR pritraukia U2
snRNP dalele, kuri saveikauja su $akojimosi tasko seka. Siai saveikai
reikalinga energija gaunama vykstant ATP hidrolizei. Splaisingo veiksnys
SF1 disocijuoja — susidaro A splaisosomos kompleksas, dar vadinamas
presplaisosoma (Shao, Kim et al., 2012). Prie A splaisosomos komplekso
prisijungus trinariam U5/U4/U6 kompleksui, susidaro prekatalitinis B
splaisosomos kompleksas. Formuojantis §iam kompleksui  vyksta
splaisosomos konformaciniai persitvarkymai. Jie suartina 5' ir 3' splaisingo
taikiniy sekas (Boesler, Rigo et al., 2016).

Toliau vykstant RNR-RNR ir RNR-baltymy saveiky struktiiriniams
pokyciams, suardomi U4/U6 snRNP komplekso vandeniliniai rysiai. U1 ir
U4 snRNP dalelés disocijuoja, U6 snRNP dalelé sgveikauja su 5' splaisingo
taikinio sekomis bei U2 snRNP dalele, o U5 snRNP sgveikauja su pre-iRNR
5" ir 3' splaisingo taikiniy sekomis. Susidaro katalitiskai aktyvi splaisosoma
(B* kompleksas). Katalitiniame splaisosomos centre inicijuojama pirmoji

18



pre-iRNR transesterifikacijos reakcija: susidaro atskeltas pirmasis 5' egzonas
bei antrasis 3' egzonas su prijungta kilpos formos intronine seka (Bessonov,
Anokhina et al., 2010).

Ivykus splaisosomos konformaciniams persitvarkymams, susidaro C
splaisosomos ~ kompleksas.  Sis  katalizuoja  antraja  pre-iRNR
transesterifikacijos reakcija. Jos metu gaunama sujungta iRNR ir su snRNP
U2, U5 ir U6 susijunges kilpos formos intronas. Splaisosomos komponentai
disocijuoja ir toliau dalyvauja naujos splaisosomos susidarymo procese
(Papasaikas ir Valcarcel, 2016).

5" taikinio 3' taikinio
seka  Sakojimosi seka
¥ taskas ¥
A— Py —{Egzonas 2| [Egzonas 1[Egzonas 2|
pre-iRNR U2AF iRNR
C ) ..\ 2-0ji transesterifikacijos
@ b reakcija
asalintas
E kompleksas intronas C kompleksas

sm APy
@47 T 1-0ji transesterifikacijos
reakcija

A kompleksas B* kompleksas

(presplaisosoma) (katalitisSkai aktyvi splaisosoma)
(N £*G
A=—Py == Egzonas 2| [Egzonas 1

|

B kompleksas
(prekatalitiné splaisosoma)

3 pav. U2 tipo splaisosomos formavimosi etapai (Yoshimi ir Abdel-Wahab, 2017). U1,
U2, U4, U5, U6 — maZzosios branduolio snRNP; SF1 — splaisingo veiksnys 1; U2AF (65 / 35)
— U2 pagalbinio veiksnio U2AF subvienetai U2AF65 ir U2AF35; punktyrinés rodyklés zZymi
disociacija; Py — polipirimidininé seka; paryskinta linija — intronas (Yoshimi ir Abdel-Wahab,
2017)
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1.1.1.3.U12 intronai ir jy splaisingg vykdanti U12 splaisosoma

Eukariotuose, be pagrindinés U2 splaisosomos, nustatyta dar viena
vadinamoji U12 splaisosoma. Si splaisosoma i§ pre-iRNR sekos iskerpa U12
tipo intronus. U12 intronai — tai savita eukarioty introny grupé, kuri vietoj
introng ribojan¢iy GU ir AG nukleotidy dazniausiai turi AU ir UC
nukleotidus. Eukariotiniuose organizmuose U12 tipo intronai sudaro maZziau
nei 0,5 % visy introny. Jie dazniausiai nustatomi genuose, kuriy koduojami
baltymai dalyvauja DNR replikacijos, pazaidy taisymo, transkripcijos,
transliacijos, lastelés skeleto organizacijos, vezikuliy pernasos, jony kanaly
aktyvumo reguliacijos ir kituose svarbiuose procesuose (Burge, Padgett et
al., 1998). Nustatyta, kad U12 tipo introny splaisingas yra létesnis uz U2 tipo
introny $alinimo procesa (Turunen, Niemela et al., 2013).

Ul2 intronams budingos konservatyvios 5' splaisingo taikinio bei
Sakojimosi taSko srities sekos. Savo struktiiroje Ul2 intronai neturi
polipirimidininés sekos, jprastai esancios U2 intronuose netoli 3' splaisingo
taikinio sekos (Brock, Dietrich et al., 2008). Ul2 splaisosomg sudaro
unikalios U11, U12, Udatac ir U6batac snRNP dalelés. U4atac ir Ubatac
sudétyje nustatytos tik Sioms daleléms biidingos mazosios branduolio RNR.
Ul1 ir U12 snRNP sudétyje esantys septyni baltymai taip pat yra budingi tik
U12 splaisosomai. U5 snRNP bei kiti splaisosomg sudarantys baltymai yra
bendri abiejy tipy splaisosomoms (Verma, Akinyi et al., 2018).

1.1.2. Alternatyviojo pre-iRNR splaisingo buidai

Pre-iRNR brendimo metu nuo vieno geno susintetinama net keliolika
skirtingy iRNR izoformy. Puikus to pavyzdys yra drozofilos DSCAM (angl.
Drosophila Down syndrome cell adhesion molecule) genas — vykstant
DSCAM pre-iRNR brendimui gali susidaryti net 38 016 skirtingy iRNR
izoformy, kai pacios drozofilos genoma sudaro ~14 500 geny (Schmucker,
Clemens et al., 2000). Nustatyta, kad 92-94 % Zzmogaus geny yra
alternatyviai splaisinami, todél Sis procesas yra labai svarbus geny raiskos
reguliavimo etapas (Pan, Shai et al., 2008, Wang, Sandberg et al., 2008).
Alternatyviojo splaisingo metu nuo tos pacios pre-iRNR susidaro skirtinga
nukleotidy seka turinios alternatyvios iRNR izoformos, o tai lemia nuo $iy
iRNR sintetinamy baltymy funkcijas, aktyvumg, saveikas, stabiluma
ir kt. (Nilsen ir Graveley, 2010).

Splaisingo metu, alternatyviai jungiant vieng i§ dviejy galimy 5" ir 3'
splaisingo taikinio seky, praleidziant ar jterpiant egzonines ar intronines
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sekas, lasteléje susidaro skirtingos iRNR izoformos. Zinoma jvairiy
alternatyviojo pre-iRNR splaisingo budy (4 pav.) (Matlin, Clark et al., 2005,
Wang, Sandberg et al., 2008, Guo, Agarwal et al., 2014, Ivanov, Memczak et
al., 2015).

Dazniausiai pasitaikantis alternatyviojo splaisingo variantas yra egzono
jterpimas arba praleidimas. Siuo biidu tarpusavyje sujungiama daugiau nei
40 % visy egzony (Sugnet, Kent et al., 2004). Vienas i§ Sio alternatyviojo
splaisingo varianto pavyzdziy yra indukuoty mieloidiniy Igsteliy leukemijos
diferenciacijos baltymo Mcl-1, dalyvaujanéio apoptozés reguliacijoje, pre-
iRNR alternatyvusis splaisingas. Nustatyta, kad nuo viso ilgio Mcl-1 iRNR
sintetinamas baltymas didina Igstelés atsparuma apoptozei. Alternatyviojo
splaisingo metu 2 egzonas praleidziamas, o nuo susidariusios iRNR
izoformos sintetinamas baltymas skatina Igsteléje vykstan¢ius apoptozinius
procesus (Bingle, Craig et al., 2000).

Dar vienu atveju alternatyvusis splaisingas vyksta egzonus jungiant
pasirinkus vieng i§ dviejy — 3' ar 5' — taikinio seky. Siuo atveju pasikeites
atvirojo skaitymo rémelis lemia skirtingy baltymo izoformy raiska (Koren,
Lev-Maor et al., 2007). Puikus to pavyzdys yra baltymo adapterio 7 (angl.
doking protein 7, Dok7) pre-iRNR alternatyvusis splaisingas, kurio metu
skirtingai naudojama viena i§ dviejy alternatyviy 4 egzono 5' splaisingo
taikinio seky. Nuo susidariusiy iRNR izoformy sintetinami skirtingomis
funkcijomis pasizymintys baltymai: neurony ir raumens lasteliy jungciai
susidaryti reikalingas viso ilgio Dok7 baltymas bei trumpesné Dok7 baltymo
izoforma. Trumpesnysis Dok7 baltymas negali dalyvauti neuroraumeninés
sinapsés formavimoO procese, dél to nervinio signalo perdavimas raumeny
lasteléms nevyksta (Ahsan, Masuda et al., 2017).

Ne visada vykstant alternatyviajam splaisingui i§ pre-iRNR sekos
Salinamos visos introninés sekos. Kai kuriais atvejais intronas paliekamas.
Sis alternatyviojo splaisingo variantas vadinamas introno jterpimu. Introny
sekose daznai pasitaikantys STOP kodonai lemia pakitusiy iRNR
susidaryma. Dazniausiai nuo §iy iRNR vykdoma beprasmés (angl. non-
sense) iRNR sintezé arba sintetinami pakitusio funkcinio aktyvumo baltymai
(Jacob ir Smith, 2017, Vanichkina, Schmitz et al., 2018). Beprasmés iRNR
susidarymas yra vienas i§ lagstelése taikomy baltymy raiskos reguliavimo
budy (Wong, Ritchie et al., 2013).

Grjztamasis splaisingas — tai alternatyviojo splaisingo budas, kai j
besiformuojanciag iRNR nejjungtos RNR transkripto sekos sudaro ziedines
viengrandes RNR molekules (angl. circular RNAs, circRNR) (Nigro, Cho et
al., 1991). Iki $iol jvairiuose organizmuose (pvz., vaisiné muselé, kirmélés,
pelé, Zmogus) nustatyta daugiau nei 10 000 skirtingy circRNR (Guo,
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Agarwal et al., 2014, Ivanov, Memczak et al., 2015). Padidéjusi
circRNRsintez¢ yra biidinga tam tikriems audiniy ar lasteliy (pavyzdziui,
neurony) tipams (Liang ir Wilusz, 2014). Viena circRNR funkcijos teorijy
teigia, kad circRNR lastelés citoplazmoje saveikauja su miRNR ir taip
reguliuoja atitinkamy geny raiska. Tokios reguliacijos pavyzdys yra miR-7
CircRNR (ciRS-7) susidarymas. Lastelése susidariusi miR-7 jjungiama j
RNR indukuoto geny raiskos slopinimo komplekso RISC (angl. RNA-
induced silencing complex) sudéti. MiR-7/RISC kompleksas, sagveikaudamas
su miR-7 komplementariy seky turin¢iomis iRNR, lemia jy degradacija. Kai
miR-7 sgveikauja su CircRNR, miR-7/RISC kompleksas nesusidaro ir geny
raiSka neslopinama (Hansen, Jensen et al., 2013, Lukiw, 2013).
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4 pav. Alternatyviojo pre-iRNR splaisingo biidai: A — egzono jterpimas arba praleidimas;
B — vieno i§ dviejy egzony jjungimas; C — alternatyvios 3' taikinio sekos panaudojimas; D —
alternatyvios 5' taikinio sekos pasirinkimas; E — introno sekos jjungimas; F — Ziedinés iRNR
susidarymas; G — alternatyviojo poliadenilinimo (APA) seky panaudojimas; H-—
alternatyviojo promotoriaus pasirinkimas (Nigro, Cho et al., 1991, Beqqgali, 2018)
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Vienos i$ keliy galimy alternatyviy promotoriniy seky pasirinkimas — tai
dar vienas iRNR izoformy susidarymo biidas. Taip susidaro skirtingas 5'
netransliuojamas sritis (5'-UTR) ar skirtinga pirmojo egzono seka turincios
iIRNR izoformos. 53 % zmogaus geny nustatyti alternatyviis promotoriai
atlicka geny raiSkos reguliacijos funkcijas (Kamat, Hinshelwood et al.,
2002). Alternatyviy promotoriy pasirinkimg lemia paciy promotoriy sekos
bei strukttra. Taip yra todél, kad splaisingas vyksta Kotranskripciskai, t. y.
transkripcijos ir splaisingo procesai vyksta tuo paciu metu. Nustatyta, kad
Salia promotoriaus prisijunge transkripcijos veiksniai nulemia RNR
polimerazés elongacijos greitj. Jie taip pat lemia su RNR polimerazés 1l C-
galiniu domenu (angl. carboxy terminal domain, CTD) saveikaujanciy
splaisingo veiksniy i$sidéstymg ant pre-iRNR. Dél §iy priezas¢iy skirtingo
promotoriaus pasirinkimas lemia skirtingy iRNR susidarymg nuo tos pacios
pre-iRNR (D'Alessio, Wright et al., 2009).

Alternatyviosios poliadenilinimo sekos (APA) naudojamos visuose
eukariotiniuose organizmuose. Taip susidaro skirtingas 3' galines sekas
turin¢ios iRNR izoformos. Pagal vieta pre-iRNR sekoje APA skirstomos |
egzony (introny) sekose ir 3' netransliuojamoje pre-iRNR srityje (3-UTR)
esancCias APA sekas. Dazniausiai vienos ar kitos APA sekos panaudojima
lemia pre-iRNR splaisingo poky¢iai, dél to susidaro skirtingg 3' galing sritj
turin¢ios iRNR izoformos. RNR sekoje atsiradusios mutacijos, kurios lemia
pakitusiy iRNR izoformy susidaryma, kei¢ia ir APA seky panaudojima.
Nustatyta, kad nuo 3'UTR ilgio priklauso iRNR transkripto stabilumas ar
transliacijos efektyvumas. Dél to APA pasirinkimas lastelése daznai
taikomas kaip centralizuotas geny raiSkos reguliacijos mechanizmas (Chen,
Jiaetal., 2017).

1.1.3. Alternatyvyjj pre-IRNR splaisingg reguliuojantys veiksniali

Alternatyviyjy splaisingo taikiniy seky panaudojimg lemia pavienés arba
klasteriais i8sidés¢iusios trumpos (apytiksliai 10 nukleotidy) egzonuose /
intronuose esancios splaisingo reguliacinés sekos. Jos skirstomos |
egzonines / intronines splaisingg stimuliuojancias (angl. exonic / intronic
splicing enhancers, ESE/ISE) ir egzonines/intronines splaisingg
slopinancias (angl. exonic / intronic splicing silencers, ESS / ISS) sekas. Su
Siomis sekomis sgveikaujantys Dbaltymai vadinami trans splaisingo
veiksniais. Vieni svarbiausiy trans splaisingo veiksniy yra SR baltymai
(angl. serine/arginine rich proteins) ir heterogeninés branduolio
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ribonukleobaltyminés hnRNP dalelés (angl. heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins) (Dreyfuss, Matunis et al., 1993, Graveley, 2000).

1.1.3.1.SR Seimos baltymy splaisingo veiksniai

SR baltymy Seima yra visuose aukStesniuosiuose eukariotuose esanti
trans splaisingo veiksniy grupé (5 pav.). Siy baltymy C-galingje dalyje
nustatytas i§ serino ir arginino aminortigs¢iy liekany pasikartojancios sekos
sudarytas RS domenas dalyvauja SR baltymams formuojant baltymo-
baltymo saveika. N-galinéje dalyje SR baltymai turi RNR atpazinimo
domena (angl. RNA recognition motif, RRM).

SRSF1 SRSF7
[[RRM]_|RRMH] RS | [RRM[ [Zn[ RS |
SRSF2 SRSF8
[[RRM] [ RS ] [IRRM[ RS ] |
SRSF3 SRSF9
[[RRM[[ RS ] [[RRM[[RRMHIRS] ]
SRSF4 SRSF10
[IRRM[ [RRMH] RS | [IRRM[_RS T ]
SRSF5 SRSF11
[[RRM[_[RRMH[] _RS_] [ [ RRM_] [ RS ] |
SRSF6 SRSF12
[[RRM[_RRMH] __RS ] [IRRM] [ RS [

5 pav. SR $eimos baltymy struktira. Cia RRM — saveikos su RNR domenas, RS — i§
arginino ir serino aminoriig§¢iy liekany pasikartojané¢ios sekos sudarytas domenas, Zn — cinko
pirsteliy motyvas (Jeong, 2017)

Kai kurie SR baltymai N-galinéje dalyje taip pat turi papildoma | RRM
panasy RNR atpazinimo domena, vadinamg RRM homologiniu (angl. RRM
homology motif, RRMH) domenu (Shepard ir Hertel, 2009). RRM ir RRMH
domenai reikalingi SR baltymy ir RNR sgveikai. Zmogaus organizme
nustatyta 12 struktiiriSkai panasiy SR baltymy, dar vadinamy SR splaisingo
veiksniais (SRSF1-12) (Manley ir Krainer, 2010).

SR baltymai yra svarbiis alternatyviojo ir konstitutyviojo splaisingo
reguliatoriai (6 pav.). Prie ESE seky prisijunge SR baltymai, sudarydami
baltymo-baltymo saveikas, prie 5' splaisingo taikinio seky pritraukia Ul
snRNP dalelg ir stabilizuoja U2AF veiksnio sgveika su polipirimidinine bei
3' splaisingo taikinio seka. SR baltymy sgveika su ESE sekomis skatina prie$
egzong esancios introninés sekos pasalinimg (Long ir Caceres, 2009).
Sagveikaudami su trinariu U5/U4/U6 snRNP kompleksu, SR baltymai
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stabilizuoja $io komplekso ir pre-iRNR saveika ir palengvina splaisosomos
persigrupavimg. Minétais atvejais SR baltymai veikia kaip teigiami
splaisingo reguliatoriai. Taciau SR baltymams biudingas ir splaisingg
neigiamai reguliuojantis veikimas. Prie ISS seky prisijunge SR baltymai
blokuoja splaisosomos komponenty prisijungimg ir taip slopina atitinkamy
splaisingo taikiniy panaudojima (Shepard ir Hertel, 2009).

A B

N ) US
wf-\ {u1}
\ua U2AF R '/Uh | R

c

I
=

r—7]

6 pav. SR baltymy alternatyviojo splaisingo reguliacijos mechanizmai. A — prie ESE
prisijunge SR baltymai skatina splaisosomos komplekso komponenty pritraukimg prie
atitinkamy splaisingo taikinio seky; B — SR baltymai reguliuoja U4/U6/U5 snRNP trinario
komplekso pritraukima prie pre-iRNR; C — SR baltymai, saveikaudami su introninémis ISS
sekomis, slopina alternatyvyjj splaisinga. Cia Ul, U2, U4, U5, U6 — maZosios branduolio
SNRNP; SR ir U2AF — SR $eimos baltymai; langeliai zymi egzonus, linija — intronus, rodyklés
— SR baltymy aktyvuojamg veikima, brik$niai — SR baltymy saveika slopinantj veikimag
(Long ir Caceres, 2009)

SR Seimos baltymai dalyvauja ir kituose lgstelése vykstanciuose
procesuose. Tarp branduolio ir citoplazmos migruojantys splaisingo
veiksniai SRSF1, SRSF3 ir SRSF7 dalyvauja iRNR pernesimo | citoplazma
procesuose. Sie splaisingo veiksniai taip pat dalyvauja transliacijos
reguliacijos procesuose. Splaisingo veiksniai SRSF1, SRSF2, SRSF5 bei
SRSF6 yra reikalingi vykstant beprasmés iRNR degradacijai (Long ir
Caceres, 2009). SR baltymy aktyvumas priklauso ir nuo RS motyve esanciy
serino aminorigsciy liekany fosforilinimo lygio, kuris keic¢ia SR baltymy
sudaromas baltymo-baltymo, baltymo-RNR saveikas. SR baltymy RS
domeno serino aminoraigs¢iy liekany fosforilinimg vykdo SRPK (angl.
serine-arginine protein kinases, SRPK) bei CLK (angl. cell division cycle
(CDC) like kinases, CLK) baltymy Seimos kinazés (Jeong, 2017).

Be pagrindiniy SR Seimos splaisingo reguliatoriy, stuburiniuose
gyvinuose identifikuota ir daugiau RS domeng turin¢iy baltymy, kurie
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priskiriami j SR panaSiy baltymy Seimai. Vienas i§ tokiy yra splaisingo
veiksnys U2AF. Tai heterodimerinis veiksnys, sudarytas i§ didesniojo 65
kDa (U2AF65) ir mazesniojo 35 kDa (U2AF35) subvienety. U2AF65
baltymo sudétyje nustatyti N-galingje dalyje esantys RS sritis ir U2AF
ligando motyvas ULM (angl. U2AF ligand motif) bei C-galinéje dalyje
esantys du kanoniniai RRM domenai. Kanoniniai U2AF65 RRM domenai
atpazjsta pre-iIRNR intronuose esancig polipirimidining seka (Py) ir prie jos
jungiasi. Treciasis netipinis RRM domenas, vadinamas U2AF homologiniu
motyvu (angl. U2AF homology motif, UHM), ir ULM domenas reikalingi
formuojantis baltymo-baltymo saveikoms su U2AF35 subvienetu. U2AF35
sekoje nustatyti C-galinéje dalyje esantis UHM ir N-galinéje dalyje esantis
RS domenai (7 pav., A).

Heterodimerinis splaisingo veiksnys UZ2AF atlieka svarby vaidmenj
formuojantis ankstyvajam splaisosomos kompleksui, kai U2AF65 baltymas
sgveikauja su polipirimidinine pre-iRNR seka, o U2AF35 subvienetas
saveikauja su 3' taikinio sekoje esanciais AG nukleotidais (7 pav., B).
U2AF65 ir U2AF35 baltymy saveika susidaro sgveikaujant Siy baltymy
ULM ir UHM domenams. Tuo paciu metu splaisingo veiksnio SF1 sekoje
esantis ULM domenas saveikauja su U2AF65 baltymo UHM domenu. Sios
baltymo-baltymo saveikos stabilizuoja prie pre-iRNR prisijungusius
splaisingo veiksnius ir tiesiogiai lemia 3' splaisingo taikinio sekos
atpazinimg (Loerch ir Kielkopf, 2016).

A
U2AFB5 U2AF35
[RS[JULM[][RRM] [RRM] JUHMT] [Zn]| UHM |[Zn] RS
B
W
SF1) (U2AF65 YW
= O P
i Y= Intronas

7 pav. Splaisingo veiksnj U2AF sudarantys baltymai ir jy tarpusavio sgveikos. A —
splaisingo veiksniy U2AF65 ir U2AF35 baltymy strukttira. B — U2AF sudaranciy subvienety
formuojamos ULM-UHM saveikos. Cia RS — i§ arginino ir serino aminoriigi¢iy liekany
pasikartojancios sekos sudarytas domenas; RRM — saveikos su RNR domenas; Zn — cinko
pirSteliy motyvas; W — U2AF ligando domene (ULM) esancios konservatyvios triptofano
aminorigsties liekana; iSgaubimas Zymi baltymy UHM domena; A — Sakojimosi taskas; Py —
polipirimidininé seka (Loerch ir Kielkopf, 2016)
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SR Seimos ir j juos struktiiriSkai panasts baltymai yra svarbi geny raiskos
reguliacinio mechanizmo dalis, tiesiogiai lemianti splaisingo efektyvuma ir
specifiSkumg (Grosso, Martins et al., 2008).

1.1.3.2.HNnRNP splaisingo veiksniai

HnRNP splaisingo veiksniai yra didelé su RNR sgveikaujanti baltymy
Seima, kurig sudaro 20 pagrindiniy jvairios molekulinés masés (nuo 34 iki
120 kDa) baltymy. Siy baltymy struktirai biidingi saveikos su RNR
domenai, kuriy tipas ir kiekis kiekvieno hnRNP baltymo struktiroje
varijuoja. HnRNP baltymy sekose nustatyti keturiy tipy sgveikos su RNR
domenai: klasikinis RNR atpazinimo motyvas RRM, kvazi-RNR atpazinimo
motyvas qRRM, i§ arginino ir dviejy glicino aminoriigs¢iy lickany sekos
sudarytas RGG ir K homologinis 70 aminoriigs¢iy liekany motyvas KH (8
pav.). Pastarasis motyvas pirmg karta nustatytas Zmogaus splaisingo
veiksnio hnRNP K sudétyje. Sis konservatyvus motyvas daznai pasitaiko
jvairiuose su nukleortig§timis sgveikaujanciuose baltymuose. Nustatyta, kad
RRM, qRRM bei KH domenai reikalingi hnRNP ir RNR saveikai. RGG
domenas dalyvauja susidarant homologinéms bei heterologinéms hnRNP
baltymo-baltymo sgveikoms. Taip pat hnRNP baltymy sudétyje nustatyti
papildomi daug rugstiniy aminoriig§¢iy (aspartato ir glutamo) liekany
turintys domenai bei daug prolino ir glicino aminoriigs¢iy liekany baltymo
sekoje turintys domenai. Siy domeny i$sidéstymas hnRNP baltymy sekose
lemia unikalig kiekvieno baltymo erdving struktiira, nuo kurios priklauso
sgveikos su pre-iRNR substratais efektyvumas bei funkcijos (Dreyfuss, Kim
etal., 2002).

HNRNP baltymai yra Igstelés branduolyje, ta¢iau, dalyvaudami jvairiuose
lastelése vykstanCiuose procesuose, jie i$ lastelés branduolio pereina j

hnRNP A [IRRMI] [RRM2] TIRGG[ G-sritls |

hnRNP H  [[qREMT JqREMZ] [ [gRRMI] 3-sritis]
hnRNP | | [REM1] |RRM2] [RRM3] |REM4]
hnRNP K [ KH ] [ KH | [P TTP] [ KH T[]

8 pav. HnRNP 3eimos baltymy struktiira. Cia RRM — klasikinis sgveikos su RNR
domenas, qRRM — kvazisaveikos su RNR domenas, KH — hnRNP K homologinis sgveikos su
RNR domenas, G-sritis — i§ glicino aminorfigsties lickany pasikartojanéios sekos sudaryta
sritis, P — i§ prolino aminortigsties liekany pasikartojan¢ios sekos sudaryta sritis, RGG —
sgveikos su RNR domenas (Geuens, Bouhy et al., 2016)

27



citoplazma. Nustatyta, kad splaisingo veiksniai hnRNP Al, hnRNP [,
hnRNP K, keliaudami j Igstelés citoplazmg, atlicka iRNR pernesSimo
funkcija: RNR sagveika su Siais hnRNP baltymais stabilizuoja ir i§ branduolio
] transliacijos vietas citoplazmoje pristato susintetintus naujus iRNR
transkriptus. Splaisingo veiksniai hnRNP AB, hnRNP C, hnRNP E,hnRNP
Q bei hnRNP U lemia citoplazmoje esan&ios iRNR stabiluma. Sie baltymai
sgveikauja su citoplazminése granulése esanciais iRNR transkriptais ir juos
stabilizuoja. Splaisingo veiksnys hnRNP C i§ branduolio j citoplazma
perneSamas lastelés streso (pavyzdziui, virusinés infekcijos) metu ir
dalyvauja lasteliy atsako | stresa procesuose. Su telomeromis
sgveikaujanCiuose baltymy kompleksuose nustatytas splaisingo veiksnys
hnRNP AB dalyvauja genomo stabilumg uztikrinan¢iuose procesuose (Han,
Tang et al., 2010).

Splaisingo  veiksniai hnRNP (iSskyrus hnRNP U) yra svarbis
alternatyviojo ir konstitutyviojo splaisingo reguliatoriai (9 pav.). Dazniausiai
hnRNP ir SR baltymai, sgveikaudami su pre-iRNR sekomis, konkuruoja
tarpusavyje. HnRNP baltymy prisijungimas prie ESS seky blokuoja SR
baltymy prisijungimg prie gretimy ESE seky ir susidarant iRNR skatina
egzono, su kuriuo saveikauja, praleidimag (9 pav., A). HnRNP sgveika su ISS

9 pav. HnRNA Al alternatyviojo splaisingo reguliavimo mechanizmai. A — hnRNP ir SR
konkurencija dél saveikos su pre-iRNR sekomis; B — hnRNP Al saveika su introny
reguliacinémis sekomis skatina artimesniojo egzono i§metima; C — kooperatyvinis hnRNP Al
jungimasis (punktyriné rodyklé rodo kooperatyvinio hnRNP A1 baltymo jungimosi kryptj); D
— tarp dviejy hnRNP Al baltymy susidariusi baltymo-baltymo saveika. Cia ISS/ISE ir
ESS / ESE — introninés ir egzoninés splaisingo slopinimo / aktyvavimo sekos; SR — SR
baltymai, U2AF — splaisingo veiksnys; Ul ir U2 — mazosios branduolio snRNP; rodyklés
Zymi pasirinktas alternatyviojo splaisingo taikiniy sekas, brik$niai — uzblokuotas splaisingo
taikiniy arba baltymy saveikos vietas, linija — intronas, langelis — egzonas (Jean-Philippe, Paz
etal., 2013)
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sekomis blokuoja artimiausiy splaisingo taikinio seky pasirinkimag dél to
pirmasis uZ introninés 3' galo sekos esantis egzonas j, besiformuojancia
iRNR nejjungiamas (9 pav., B) (Spellman ir Smith, 2006). Prie ESS sekos
prisijunggs hnRNP A1l sudaro baltymo-baltymo saveikas ir inicijuoja
savaiminj papildomy hnRNP Al baltymy jungimasi. Susidar¢s hnRNP Al
baltymy kompleksas blokuoja ne tik gretimas, bet ir toliau esancias ESE
sekas. (9 pav., C). Isskirtiniais atvejais prie keliy tolesniy ISS seky prisijunge
hnRNP baltymai sgveikauja tarpusavyje: suformuojama kilpos formos
struktiira. Sioje struktiiroje izoliuotas egzonas j besiformuojan¢ios iRNR
sudétj nejjungiamas (9 pav., D) (Jean-Philippe, Paz et al., 2013).

1.1.3.3.Kitos pre-iRNR splaisingg reguliuojanéiy trans splaisingo
veiksniy grupés

Pre-iRNR splaisingo reguliacijoje dalyvaujanéius veikSnius ] grupes
jungia funkciniai arba struktiiriniai panasumai. Pagal unikalius baltymy
sekoje nustatytus domenus isskiriamos U2AF homologinj (UHM) domeng ir
hnRNP K homologinj (KH) domeng turinCios baltymy Seimos (Richard,
2010, Loerch ir Kielkopf, 2016).

I$skirtine UHM domenus turinéiy baltymy savybé — susidarant UHM-
ULM ry$iui formuojamos baltymo-baltymo saveikos. Tokios saveikos
formuojasi tarpusavyje sagveikaujant splaisingo veiksnio 3b 115 kDa
subvienetui (SF3b115) su UHM domeng turinéiais splaisingo veiksniais
SPF45 (angl. 45kDa splicing factor), PUF60 (angl. poly(U)-binding-splicing
factor 60) ir RBM39 (angl. RNA binding motif protein 39). Veiksniai PUF60
ir CAPERa Iastelése vykdo splaisingo reguliatoriy ir transkripcijos
koaktyvikliy funkcijas (Loerch ir Kielkopf, 2016). Splaisingo veiksnys
SPF45 yra alternatyviojo splaisingo reguliacijoje dalyvaujantis baltymas,
kuris presplaisosomos komplekso susidarymo metu sgveikauja su prie U2
snRNP dalelés prisijungusiu SF3b115 baltymu. Susidariusi SF3b115-SPF45
saveika keicia prie Sakojimosi tasko prisijungusios U2 snRNP stabilumg ir 3'
splaisingo taikinio sekos atpazinima (Loerch ir Kielkopf, 2016, Tari,
Manceau et al., 2019).

KH baltymy Seimai priklausantis splaisingo veiksnys KHSRP (angl. KH-
type splicing regulatory protein) yra su viengrandémis DNR bei RNR
sekomis saveikaujantis baltymas, kurio sudétyje nustatyti keturi saveikai su
RNR reikalingi KH domenai. KHSRP specifiskai atpazjsta G ir U nukleotidy
pasikartojimy turin¢ias ISE sekas ir jungdamiesi prie ju daro jtakg introniniy
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seky pasalinimui i§ pre-IRNR. Nustatyta, kad prie pre-iRNR prisijunggs
KHSRP sgveikauja su hnRNP F, hnRNP H ir hnRNP | splaisingo
reguliatoriais, kuriy prisijungimas dar labiau sustiprina KHSRP reguliacines
funkcijas (Min, Turck et al., 1997). KHSRP atpazjsta 3' UTR transkripty
srityse esancias A ir U nukleotidy pasikartojimy turincias (angl. adenylate-
uridylate-rich elements, ARE) sekas. Saveikaudamas su ARE sekomis,
KHSRP prie nestabiliy RNR transkripty pritraukia RNR transkripty
degradacija vykdantj egzosomos kompleksa. Nustatyta, kad splaisingo
veiksnys KHSRP taip pat dalyvauja miRNR biogenezés, geny raiskos,
imuninio atsako, lasteliy diferenciacijos ir kituose lastelei svarbiuose
procesuose (Briata, Bordo et al., 2016).

1.1.4. Ligas sukeliantys pre-iRNR splaisingo poky¢iai

Griezta pre-iRNR alternatyviojo splaisingo kontrolé ir tikslus introniniy
(egzoniniy) seky Salinimo (jungimo) mechanizmas uztikrina nenutriikstamg
organizmui gyvybiskai svarbiy procesy eigg. Todél alternatyviojo pre-iRNR
splaisingo sutrikimai lemia daugelio patologiniy organizmo bukliy (Anna ir
Monika, 2018). Ligas sukeliantys splaisingo pakitimai pasireiskia atsiradus
poky¢iy cis bei trans splaisingg reguliuojanciuose veiksniuose (Bonomi,
Gallo et al., 2013).

Mutacijos — tai viena pagrindiniy priezasc¢iy, dél kuriy kei¢iasi splaisingo
procesas. Cis reguliacinése sekose pasitaikanios mutacijos lemia
pasikeitusias pre-iRNR ir splaisosomos komponenty bei trans splaisingo
veiksniy sgveikas. Dél to pasikeitus pre-iRNR splaisingui susidaro pakitusios
iRNR izoformos (Sterne-Weiler ir Sanford, 2014). Nustatyta, kad mutacijos
kanoninése pre-iRNR sekose lemia iki 10 % genetiniy susirgimy. Didelis
splaisingo taikinio sekose pasitaikan¢iy mutacijy daznis lastelése siejamas Su
jvairiomis onkologinémis ligomis: atlikus bioinformating 8 656 naviky
duomeny analize, nustatytos net 1964 naujus splaisingo taikinius
suformuojancios mutacijos (Jayasinghe, Cao et al., 2018). Mutacijos cis
reguliacinése sekose taip pat lemia pakitusiy iRNR susidarymg. Nuo Siy
iRNR susintetinti baltymai daro jtakag B tipo hemofilijos, pigmentinés
kserodermos, Stiklerio, Ehlers-Danlos (jungiamojo audinio liga) sindromo,
neurofibrozés, Bekerio raumeny distrofijos, cistinés fibrozés, onkologiniy ir
kity sunkiy ligy vystymuisi (Takahara, Schwarze et al., 2002, Van de Water,
Tan et al., 2004, Khan, Yamanegi et al., 2010, Symoens, Malfait et al., 2011,
Sanz, Hollywood et al., 2017, Yang, Zhao et al., 2019).
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Mutacijos trans splaisingo veiksnius koduojanciuose genuose pirma karta
nustatytos mielodisplazijos sindromu sergantiems pacientams, o véliau
nustatytos ir kity onkologiniy susirgimy atveju. Tiriant navikus, ypa¢ didelis
mutacijy daznis nustatytas SF3b155, U2AF35, SRSF2 baltymus
koduojanc¢iuose genuose. Pigmentinio retinito atveju mutacijos nustatytos
splaisingo veiksnius PAP1, HPRP3, PRPF8 ir PRPF31 koduojanciuose
genuose. Dél §iy mutacijy sutrinka U4/U5/U6 trinarj snRNP kompleksa
sudarané¢iy baltymy sintezé (Cooper, Wan et al., 2009). Trans splaisingo
veiksniy mutacijos sukelia Soning amiotrofing sklerozg, miotoning distrofija,
autizmo stuburo raumeny atrofijg ir labai daznai yra onkologiniy susirgimy
priezastis (Lefebvre, Burglen et al., 1995, Philips ir Cooper, 2000, Faustino
ir Cooper, 2003). Visiska splaisosomos mechanizmo funkcijy praradima
sukelianCios trans splaisingo veiksniy mutacijos yra nesuderinamos su
gyvybe (Wang ir Cooper, 2007).

Vieni svarbiausiy pre-iRNR splaisingo procese dalyvaujanciy trans
veiksniy yra SR ir hnRNP Seimos baltymai, kurie, sgveikaudami su
reguliacinémis pre-IRNR sekomis, veikia kaip teigiami arba neigiami
splaisingo reguliatoriai (Wang, Liu et al., 2015). Pakitusj iRNR susidaryma
lasteléje reguliuojanciy veiksniy raiSka yra tiesiogiai siejama su jvairiais
organizme vykstanciais onkologiniais procesais (1 lentel¢). Padidéjusi SR
Seimos splaisingo veiksnio SRSF1 raiska nustatyta 20-50 % visy tirty
naviky (Karni, de Stanchina et al., 2007). Splaisingo veiksnys SRSF1,
veikdamas kaip protoonkogenas, tiesiogiai inicijuoja pakitusiy iRNR
susidaryma, o nuo jy sintetinami baltymai skatina onkologinius procesus
lastelése. Pavyzdziui, padidéjusi splaisingo veiksnio SRSF1 raiska keicia
BIN1, BIM, CASC9, MKNK2, S6K1, CASC4 pre-iRNR splaisingg ir
skatina antiapoptoziniy ir Igsteliy proliferacija inicijuojan¢iy iRNR izoformy
susidaryma. Tai lemia kriities epitelio lasteliy transformacija j véZines
lasteles (Anczukow ir Krainer, 2016).

Kito SR $eimai priklausancio splaisingo veiksnio SRSF2 raiSkos poky¢iai
taip pat siejami su jvairiomis onkologinémis ligomis. Plauciy bei inksty
karcinomos lasteliy linijose nustatytas splaisingo veiksnio SRSF2 raiskos
sumazéjimas keicia apoptoze reguliuojanciy geny (pvz., CFLAR, Kkaspazés
(CASP) 8 ir 9, BIM, MCL1, TRAIL) pre-iRNR splaisingg. Susidariusios
iRNR izoformos lemia padidéjusj Siy lasteliy atsparuma apoptozei
(Kedzierska, Poplawski et al., 2016).

Splaisingo veiksnio U2AF raiskos pokyciai taip pat yra keliy onkologiniy
procesy priezastis. Kasos bei gaubtinés Zarnos karcinomos lgstelése
nustatytas splaisingo veiksnio U2AF35 raiSkos sumazéjimas lemia iRNR
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1 lentelé. Navikai ir juose nustatyti splaisingo veiksniy raiskos poky¢iai (Anczukow ir
Krainer, 2016)

Genas Poky¢io tipas  Naviko tipas

SRSF1 i Plauciy, storosios zarnos, kriities, kiausidziy, skydliaukeés,
plonyjy zarny ir inksty navikai

SRSF2 1 Kiausidziy navikai

SRSF3 ! Kepeny navikai

SRSF5 i Kiausidziy, gimdos kaklelio, plauciy, krities, skrandzio,

odos, bluznies, storosios zarnos, kepeny, skydliaukés ir
inksty navikai

SRSF6 1 Plauciy, gaubtinés Zarnos, kriities ir odos navikai
SRSF10 i Tiesiosios ir storosios zarnos navikai
TRA2B 1 Kraties, kiausidziy, storosios zarnos, plau¢iy ir gimdos

kaklelio navikai

hnRNP Al 1 Kriities, plauciy ir storosios zarnos navikai, glioblastoma
hnRNP AB 1 Glioblastoma
hnRNP H 1 Glioblastoma
hnRNP K 1 Angiomiolipoma
1 Kriities, kepeny, odos, storosios, gaubtinés Zzarnos
navikai, burnos ir stemplés plokscialastelinés karcinomos
hnRNP M i Krities navikai
hnRNP | 1 Kriities, kiausidziy, storosios zarnos ir gleivinés navikai
ESPR1,2 1 aba | Krities navikai ir burnos plokscialastelinés karcinomos
RBFOX2 l Kiausidziy ir kraties navikai
QKI ! Plauciy, plokscialasteliné ir dideliy lasteliy karcinoma,
prostatos navikai
RBMS ! Plauciy ir prostatos navikai
1 Kriities navikai
RBM1 1 Kriities navikai

1 — padidéjusi baltymo raiska, | — sumazéjusi baltymo raiska.

izoformos, nuo kurios sintetinamas naviko lgsteliy proliferacija
skatinantisgastrino receptorius, susidarymg (Hellmich, Rui et al., 2000,
Ding, Kuntz et al., 2002). Prostatos navikuose nustatyta padidéjusi U2AF65
baltymo raiska keicia androgeno receptoriaus pre-iRNR splaisinga, dél to
kinta nuo Sios pre-iRNR susidaran¢iy iRNR izoformy santykis. Padidéjes
prostatos navikams biidingos AR-V7 IRNR izoformos susidarymas lemia
padidéjusia Sios iRNR koduojamo neaktyvaus baltymo rai$ka. Tai siejama su
greita ligos eiga ir didesniu pacienty mirstamumu (Liu, Xie et al., 2014).
HnRNP Seimos splaisingo veiksniai — dar viena su onkologinémis
ligomis siejama baltymy grupé. Smegenyse splaisingo veiksnys hnRNP AB
skatina naviko vystymasi aktyvinan¢iy BIN1, WWOX, CFLAR, kaspazés 9,
insulino receptoriaus iRNR susidaryma (Anczukow ir Krainer, 2016).
Kepeny karcinomos Igsteliy linijose bei kepeny karcinomos biopsijos
méginiuose nustatyta padidéjusi hnRNP Al raiska keicia lastelés pavirSiaus
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receptoriaus CD44 pre-iRNR splaisinga, t.y. skatina CDv6 iRNR
susidaryma. Nuo Sios iRNR susidarantis baltymas sgveikauja su jvairiais
citokinais (pavyzdziui, epidermio augimo, kraujagysliy endotelio augimo,
hepatocity augimo veiksniais), todél Sio tipo navikinéms lgsteléms budingas
didesnis nei jprastas metastazinis aktyvumas (82).

Splaisingo veiksnio KHSRP raiskos padidéjimas skatina stemplés
plokscialastelinio naviko lgsteliy augima, migracijg ir invazyvuma. KHSRP
raiSkos sumaz¢jimas Siose lastelése slopina ploksciojo epitelio lagsteliy
virsmg mezenchiminémis lgstelémis (Fujita, Masuda et al., 2017). Nustatyta,
kad KHSRP taip pat aktyvina lgsteliy proliferacija ir migracija (Briata,
Bordo et al., 2016). Esant nesmulkiy lgsteliy plau¢iy karcinomai, padidéjusi
KHSRP raiska lemia naviko invazyvumga ir augima. Siuo atveju KHSRP
veikia kaip iRNR stabilumg reguliuojantis veiksnys, kuris skatina Spry4
(angl. protein sprouty homolog 4) iRNR degradacijg. Spry4 baltymas slopina
plauciy lasteliy proliferacija bei migracija, todél Sio baltymo raiSkos
sumaz¢jimas skatina naviky augimg (Bikkavilli, Zerayesus et al., 2017).

Padidéjusi splaisingo veiksnio SPF45 raiska nustatoma bluznies, kriities,
tiesiosios Zzarnos, plauciy, kepeny bei prostatos véziniuose audiniuose
(Sampath, Long et al., 2003). Nustatyta, kad padidéjusi SPF45 raiska lemia
naviko lasteliy atsparuma chemoterapiniy vaisty poveikiui (Perry, Shepard et
al., 2005). SPF45 taip pat dalyvauja PB-globino pre-iRNR splaisingo
reguliacijoje. Padidéjusi splaisingo veiksnio SPF45 raiska lemia baltymo
nekoduojancios B-globino iRNR izoformos susidarymg, o tai siejama su
sunkiausios formos kraujo ligos B-talasemijos vystymusi (Graveley, 2002,
Sampath, Long et al., 2003).

Visi pateikti pavyzdziai rodo, kad pasikeites splaisingo procesas lemia
daugybés ligy, ypa¢ onkologiniy, atsiradimg ir vystymasi. Siuo atveju labai
svarbu nustatyti tikslias pre-iRNR splaisingo pokycCiy priezastis. D¢l to
splaisingg reguliuojanciy individualiy veiksniy raiskos tyrimai iSlieka labai
aktualts (Douglas ir Wood, 2011, Havens, Duelli et al., 2013).

1.1.5. iIRNR izoformy reik§mé patogenezei

Pre-iRNR splaisingas yra labai svarbus jvairiy ligy atsiradimg ir
vystymasi nulemiantis procesas. Pasikeitusi iRNR izoformy raiska yra
aterosklerozés, hipertenzijos, diabeto, jvairiy neurodegeneraciniy ir
onkologiniy ligy priezastis (Douglas ir Wood, 2011, Di, Syafrizayanti et al.,
2019).
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1.1.5.1. Apoptozé: Fas pre-mRNR splaisingas

Tarp lasteliy proliferacijos ir Zziities procesy nusistovéjusi pusiausvyra
uztikrina nuolatinj organizma sudaranciy lasteliy atsinaujinimg. Esant
poreikiui, reaguodamos j aplinkos ir (ar) endogeninius signalus, 1astelés geba
aktyvuoti apoptozg. Apoptozeé — tai fiziologinis genetiskai uzprogramuotas
procesas, kurio metu susinaikina organizmui nebereikalingos ir (ar)
kenksmingos lastelés. Sio proceso sutrikdymas daznai lemia jvairius
patologinius procesus. Pakitusi apoptozés procese dalyvaujancius baltymus
koduojanéiy iRNR izoformy raiSka nustatyta sergant neurodegeneracinémis
bei onkologinémis ligomis (Paronetto, Passacantilli et al., 2016).

Naviky nekrozés veiksnio receptoriy Seimai (angl. tumor necrosis factor
receptor, TNFR) priklausantis Fas receptorius (angl. Fas cell surface death
receptor, dar Zinomas kaip APO-1/CD95/TNFRSF6) yra apoptozinj procesa
lastelése reguliuojantis baltymas. Sis lastelés membranoje esantis baltymas
sudarytas i§ N-galinéje dalyje esanciy trijy cisteino aminoriigsties lickany
pasikartojimy turiné¢iy domeny, transmembraninés ir vidulgstelinés dalies.
Lastelés iSoréje esanti N-galiné baltymo dalis reikalinga sgveikai su Fas
ligandu (FasL). FasL — tai mazas naviky nekrozés veiksnio citokiny Seimai
priklausantis baltymas, kuris atlieka tarplastelinio signalo perdavimo
funkcijg (Lavrik ir Krammer, 2009). Kitaip nei daugelyje audiniy
sintetinamas Fas receptorius, FasL sintetina grieztai apibréztos Iasteliy
grupés, tokios kaip T lastelés, nattralis kileriai (angl. natular killer, NK) ir
nattiraliy kileriy T lgsteles (NKT) (Aggarwal, 2003). FasL Iastelése
sintetinamas kaip membraninis arba laisvai tarplastelinéje terpéje
cirkuliuojantis baltymas. Lasteliy apoptoze aktyvuoja FasL ir membraninio
Fas receptoriaus sgveika (LA, Tai et al, 2009). Si saveika sukelia
konformacinius Fas receptoriaus pasikeitimus, kurie aktyvina lgstelés Zitj
indukuojanc¢io komplekso DISC (angl. death-inducing signalling complex)
susirinkima (Strasser, Jost et al., 2009).

Nustatyta, kad nuo Fas pre-iRNR susidaro 18 iRNR izoformy, tadiau
eksperimentiskai patvirtinti tik trys baltymus koduojantys transkriptai: Fas,
sFas ir A8Fas iRNR (10 pav.). A8Fas iRNR susidaryma lemia Fas pre-iRNR
sekos 7 introno/8 egzono srities mutacijos, dél to formuojasi 8 egzono sekos
neturinti iRNR izoforma. Minéta iRNR izoforma koduoja trumpesn¢ C-
galine sritj turintj baltymg, kuris veikia kaip neigiamas Vviso ilgio Fas
baltymo reguliatorius.

Fas IRNR formuojasi konstitutyviai sujungus visas 9 Fas pre-iRNR
egzonines sekas. Nuo $ios iRNR susidaro membraninis Fas baltymas.
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Alternatyviojo splaisingo metu, i§ Fas pre-iRNR sekos pasalinus 6 egzona,
susidaro sFas iRNR izoforma, 0 nuo jos sintetinamas transmembraninio
domeno neturintis tirpus Fas (sFas) baltymas (Ruberti, Cascino et al., 1996).
Tarplastelinéje terpé¢je susikaupes sFas ir membraninis Fas baltymas dél
sgveikos su FasL. konkuruoja tarpusavyje: susidargs sFas/FasL junginys i
lastele apoptozinio signalo neperduoda ir DISC komplekso susirinkimas
nevyksta. Dél S$iy savybiy sFas baltymas slopina membraninio Fas
receptoriaus inicijuojamg apoptoze (Cascino, Papoff et al., 1996).

A

ISoriné dalis Vldulqstellne dalls
Fas pre-RNR[1 H 2 H 3 H 4 HEH H7HEH3]
Transmembramné dalis
B

Fas | [CD1|cD2/CD3]| [TM| DD |FFD| 335awr.

sFas | [cD1[cD2[cD3] [ DD [FFD| 310 a.r.

A8Fas [ TcD1]cD2[CD3] [TM] | 210 ar.

10 pav. Fas pre-iRNR ir baltymy izoformy struktara. A — Fas pre-iRNR struktara. Fas
pre-iRNR sudaro 9 egzoninés sekos. Rodyklés zymi iSoring, transmembraning ir vidulgsteling
baltymo sritj koduojancias egzonines sekas; langeliai su numeriais — egzoninés sekos; linija —
introninés sekos. B — alternatyvios Fas baltymy izoformos ir jy strukttriniai domenai. CD1,
CD2 ir CD3 — cisteino aminoragsties liekany pasikartojimy turintys domenai, TM —
transmembraninis domenas, DD — zaties domenas, FFD — sgveikos su fosfataze domenas
(Itoh, Yonehara et al., 1991, Cascino, Papoff et al., 1996, Ivanov, Ronai et al., 2006)

Fas pre-iRNR alternatyviojo splaisingo tyrimuose normaliomis aplinkos
salygomis (21 % O,) augintose lgstelése naudojant Fas minigeno (t.y.
minimali Fas geno seka, apimanti 5, 6 ir 7 egzonines bei tarp jy esancias
intronines sekas) konstrukcijas nustatyti Se$i §j procesa reguliuojantys
veiksniai: hnRNP A1, hnRNP I, SPF45, Hu antigenas R (HuR) bei T lasteliy
antigenas 1 (TIA-1). Nustatyta, kad skirtinga splaisingo veiksniy raiska
veikia Fas pre-iRNR 6 egzono alternatyvyjj splaisingg. Parodyta, kad
splaisingo veiksnio hnRNP Al raiSkos padidéjimas skatina Fas iRNR
susidaryma (117). Padidéjusi splaisingo veiksnio SPF45 raiska skatina sFas
iRNR izoformos susidaryma, o $io baltymo raiSskos sumazéjimas aktyvina
Fas iRNR izoformos sintez¢ (Al-Ayoubi, Zheng et al., 2012). Padidéjusi
TIA-1 rai8ka lgstelése skatina Ul snRNP jungimasi prie Fas pre-iRNR 6
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introno 5' taikinio sekos ir taip skatina Fas iRNR susidaryma. hnRNP |
(PTB) raiskos padidéjimas aktyvina Fas pre-iRNR 6 egzono iSkirpimg ir
stimuliuoja sFas iRNR izoformos sinteze (Izquierdo, Majos et al., 2005).
PrieSingu veikimu pasizymi splaisingo veiksnys HuR, kurio raiskos
padidéjimas skatina trumpos sFas iRNR izoformos susidaryma (lzquierdo,
2008).

Fas receptoriaus reguliuocjamas apoptozinis mechanizmas susilauké
didelio tyréjy démesio — buvo sieckiama $j mechanizma panaudoti kuriant
progresyvias vézio gydymo metodikas. Taciau nuodugnesni tyrimai parodeé,
kad ne visos Fas receptoriy sintetinancios Iastelés yra jautrios Fas
receptoriaus inicijuojamai apoptozei (Timmer, de Vries et al., 2002).
Alternatyvusis Fas pre-iRNR splaisingas yra vienas i§ mechanizmy, dél
kuriy lgstelés gali apeiti Fas/FasL sgveikos aktyvuota apoptoze. Padidéje
tirpaus sFas baltymo kiekiai nustatyti aktyvuotuose limfocituose bei naviky
lastelése. Sis baltymas aptiktas pacienty, kuriems diagnozuoti jvairaus tipo
kietieji augliai ar kitos piktybinés kraujotakos sistemos ligos, kraujo
serumuose (Knipping, Debatin et al., 1995, Midis, Shen et al., 1996,
Baldwin, Tran et al., 1999).

1.1.5.2.Racl onkogenas — Igsteliy citoskeleto persitvarkymus
inicijuojantis baltymas

Su Rac susijgs C3 botulino toksino substratas 1 (angl. Ras-related C3
botulinum toxin substrate 1, Racl) yra Rho mazyjy G baltymy (guanozino
trifosfataziy) Seimai priklausantis baltymas, dalyvaujantis Igsteliy citoskeleto
formavimosi ir persitvarkymo, Iastelés ciklo bei proliferacijos procesuose.
Nustatyta, kad, skatindamas plazminés membranos iSaugy formavimasi ir
adhezijg, Racl tiesiogiai reguliuoja lasteliy migracijg (Bustelo, Ojeda et al.,
2012). Sis baltymas yra svarbus neurogenezés veiksnys, kuris neuronuose
inicijuoja lastelés skeleto persitvarkymus, stimuliuoja aksony augima,
dendrity susidarymg ir stuburo nervinio audinio morfogenez¢ (Govek,
Newey et al., 2005). Racl baltymo raiska taip pat siejama su jvairiais
organizme vykstanéiais patologiniais procesais. Krities véZio atveju
padidéjes Racl aktyvumas lemia sunkesn¢ Sios ligos formg (De, Carlson et
al., 2017).

Racl baltymas veikia kaip molekulinis jutiklis, kuris lgstelése egzistuoja
kaip guanozin-5'-difosfata (GDP) prisijunggs neaktyvus arba guanozin-5'-
trifosfatg (GTP) prisijunges aktyvus baltymas. Jungiantis GTP, N-galinéje
baltymo dalyje esantys du funkciniai domenai keicia savo konformacijg ir
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Racl baltymas tampa katalitiSkai aktyvus. Kai Racl baltymo katalitiniame
centre yra GDP, baltymas tampa neaktyvus (Cherfils ir Zeghouf, 2011).
Neaktyvus GDP prisijunges Racl baltymas lastelés citoplazmoje sudaro
kompleksa su GDI (angl. GDP dissociation inhibitor) baltymais. Sie
stabilizuoja Racl ir GDP sgveikg. Pradiniame Racl aktyvacijos etape nuo
komplekso disocijuoja GDI baltymai, 0 GDP/Racl baltymas susikaupia prie
lastelés membranos. Cia jis saveikauja su GEF (angl. guanine nucleotide
exchange factors) baltymais, kurie inicijuoja GDP disociacijg ir skatina GTP
prisijungima. Nuo komplekso disocijavus GEF baltymams, susidaro aktyvus
GTP/Racl baltymas. Jis, vykstant GTP hidrolizei, skatina lastelés aktino
skeleto persitvarkyma. Prie aktyvaus Racl baltymo Siame etape prisijungia
GTP hidrolizuojantjjj domena aktyvuojantys baltymai (GAP). Jie reikiamu
momentu papildomai padidina Racl baltymo GTP hidrolizés aktyvuma.
Ivykus GTP hidrolizei, inicijuojami konformaciniai persitvarkymai, o
susidargs neaktyvus GDP/Rac] baltymas graZzinamas j citoplazma (Rossman,
Der et al., 2005).

Rac1 baltyma koduojanti iRNR izoforma susidaro j vieng seka sujungiant
1, 2,3, 4,5 ir 6 egzonines sekas. Alternatyviojo splaisingo metu nuo Racl
pre-iRNR taip pat susidaro papildoma 3b egzono seka turinti Raclb iRNR
izoforma (11 pav.). Si izoforma koduoja baltyma, kurio sekoje uZ antrojo
reguliacinio domeno jsiterpia papildomy 19 aminoriig§¢iy liekany intarpas
(Jordan, Brazao et al., 1999). Isiterpusios papildomos aminortigséiy lickany
sekos keicia Raclb baltymo abiejy reguliaciniy domeny konformacija, todél,
skirtingai nuo Racl, §is baltymas nuolat yra aktyvios blisenos.

A

Rac1 pre-iRNR |1 = 2 /= 3 m3bf= 4 = 5 = 6 |

Rac1 [[I[[ED]]I] [Rhol] [Hyp 192a.r.

Rac1b [[I[[ED[I] [RholRy [Hyoll  211ar

11 pav. Racl pre-iRNR ir alternatyvios baltymy izoformos. A — Racl pre-iRNR struktiira.
Racl pre-iRNR sudaro 6 egzoninés sekos. B — alternatyvios Racl baltymy izoformos ir jy
struktiriniai domenai. | ir Il — su ATP saveikaujantys ,jungtuko“ domenai, ED — efektoriaus
domenas; Rhol — Rho intarpo domenas, Hyp — hipervariabilus domenas, juodas langelis —
CAAX domenas (¢ia C — cisteino aminortigsties liekana, A — alifatinés aminortigsties lieckana,

X — bet kurios aminorugsties lickana); bruks$niuotas langelis — 19 aminortig§éiy intarpas
(Vega ir Ridley, 2008, Fu, 2017)
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Nustatyta, kad Raclb baltymas nesgveikauja su GDI baltymais, todeél
visada yra susijunggs su plazmine membrana ir nuolat vykdo lastelés
citoskeleto pertvarkymus. Taciau, palyginti su Racl, Raclb baltymui
budingas mazesnis GTPazinis aktyvumas, todél jo poveikis lasteléje yra
silpnesnis (Fiegen, Haeusler et al., 2004).

Tyrinéjant normaliomis aplinkos salygomis (21 % O,) augintas lgsteles
nustatyta keletas splaisingo veiksniy, kurie dalyvauja Racl pre-iRNR
splaisingo reguliacijoje. Panaudojus Racl minigeno (apimancio 3, 3b ir 4
Racl egzonines ir tarp jy esancias intronines sekas) konstruktg nustatyta, kad
padidéjusi splaisingo veiksnio SRSF1 raiSka lgstelése skatina 3b egzono
jterpimg ] Racl minigeno iRNR sekg. O veiksnys SRSF3 veikia prieSingai:
Sio splaisingo veiksnio padidéjimas aktyvina 3b egzono pasalinima ir skatina
Racl iRNR izoformos susidarymg (Goncalves, Matos et al., 2009). Taip pat
parodyta, kad splaisingo veiksnys hnRNP A1, saveikaudamas su 3b egzono
seka, blokuoja Sio egzono jjungima ir skatina Racl iRNR susidaryma
(Pelisch, Khauv et al., 2012).

Padidéjusi Raclb raiSka nustatyta gaubtinés zarnos, krities, plaudiy,
séklidziy, skydliaukés véZio atvejais. Padidéjusi Raclb raiska skatina
véziniy lasteliy proliferacija ir inicijuoja lasteliy peréjima i§ G1 j S fazg.
Kasos ir kriities vézio atveju Raclb baltymas slopina navikiniy lasteliy
augimg. Taip pat nustatyta, kad kasos, plauciy ir kriities vézio atveju Raclb
baltymas siejamas su epiteliniy lasteliy pasikeitimais ir jy virsmu |
mezenchimines lasteles (Melzer, Hass et al., 2019).

1.2. Hipoksija

Visy organizmo audiniy gyvybinéms funkcijoms palaikyti biitina lasteles
aprupinti pakankamu kiekiu deguonies. D¢l to visuose vienalgsCiuose bei
daugialgsCiuose organizmuose egzistuoja j deguonies kiekio svyravimus
reaguojantis molekulinis mechanizmas. Hipoksija — tai reiskinys, kai
lasteléms ar audiniams tritksta deguonies. Fiziologiné hipoksija pasireiskia
jvairiose embriono vystymosi stadijose ir suaugusiy organizmy kauly
Ciulpuose, kuriuose bresta kraujo kamieninés lastelés (Parmar, Mauch et al.,
2007, Dunwoodie, 2009). Patologiné hipoksija budinga gyjant Zaizdoms,
vystantis uzdegimui, dél jvairiy ligy sutrikus kvépavimo, kraujotakos
sistemy veiklai (Giaccia, Simon et al., 2004). Onkologiniy ligy atveju
formuojantis navikams nekontroliuojamai besidauginancios naviko lgstelés
tolsta nuo kraujagysliy: navikuose susidaro nepakankamai deguonimi
apripintos (hipoksinés) zonos. D¢l Sios priezasties hipoksija yra vienas i$
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pagrindiniy naviko lgsteliy mikroaplinkos komponenty. Nustatyta, kad
hipoksiné mikroaplinka daro jtaka vézio agresyvumui, polinkiui |
metastazes, atsparumui radioterapiniam bei chemoterapiniam gydymui
(Bonomi, Gallo et al., 2013).

1.2.1. Hipoksijos indukuojami transkripcijos veiksniai (HIF)

Hipoksija lastelése inicijuoja adaptacinius persitvarkymus, kuriy metu
stabilizuojami hipoksijos indukuojami veiksniai (angl. hypoxia inducible
factors, HIF). Sie veiksniai aktyvuoja atitinkamy geny, reikalingy lastelei
prisitaikyti ir i§gyventi pakitusios aplinkos salygomis, transkripcija. HIF —
tai heterodimeriniai transkripcijos veiksniai, sudaryti i§ o- (HIF-a) ir B-
(HIF-B) subvienety. HIF-a lasteléje veikia kaip deguonies jutiklis. HIF-$
subvieneto, dar vadinamo ARNT (angl. aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator), raiska nepriklauso nuo deguonies koncentracijos ir lgstelése
yra stabili.

Aukstesniuosiuose eukariotuose identifikuoti trys HIF-a. subvienetai:
HIF-10, HIF-2a ir HIF-3a (12 pav.) (Kaelin ir Ratcliffe, 2008). N-galin¢je
dalyje $ie baltymai turi bHLH ir PAS domenus, atitinkamai reikalingus HIF-
a ir HIF-B subvienety dimerizacijai ir sgveikai su geny promotoriuose
esanCia konservatyvigja atsako j hipoksija HRE (angl. hypoxia response
element) sritimi. C-galingje baltymo dalyje nustatytas nuo deguonies
koncentracijos priklausomas degradacinis ODD (angl. oxygen dependent
domain) domenas (Lee, Bae et al., 2004). Taip pat C-galingje HIF-1a ir HIF-
20, dalyje nustatyti N- ir C- transkripcijos aktyvacijos domenai (angl.
transcription activation domain). HIF-3a hipoksijos veiksnys C-TAD

HIF-1a | [bHLH[|PAS-APAS-B| |ODD|N-TAD| [C-TAD| 826 a.r.
HIF-2a | [bHLH||PAS-APAS-B| |ODD|N-TAD| [C-TAD| 874 a.r.
HIF-30. [ [oHLH][PAS-AJPAS-B] [ODD|N-TAD] | 667 a.r.
HIF-18 [ [bHLH]|PAS-A[PAS-B] [C-TAD| 789 a.r.

12 pav. Zmogaus HIF-o sudaranéiy baltymy struktira. bHLH — bazinis domenas spiralé-
kilpa-spirale; PAS — Per-Armnt-Sim domenas; ODD - nuo deguonies priklausomas
degradacijos domenas; N-TAD ir C-TAD - transkripcijos aktyvacijos domenai (Masoud ir Li,
2015)
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motyvo neturi, todél susidargs HIF-3 kompleksas pasizymi silpnu
transkripciniu aktyvumu. HIF-3, kaip hipoksijos veiksnio, funkcijos
iStyrinétos maziausiai (Kewley, Whitelaw et al., 2004).

Iki Siol geriausiai iStyrinétas hipoksijos indukuojamas veiksnys 1 (HIF-
1). Sio veiksnio HIF-1a subvieneto stabilumas, priklausomai nuo deguonies
kiekio aplinkoje, kinta (13 pav.). Lastelése nuolatos vyksta HIF-1a baltymo
sintezé. Esant normaliai deguonies koncentracijai (21 %), fermentai
prolilhidroksilazés (angl. prolyl hydroxylase domain containing proteins,
PHD) hidroksilina baltymo ODD domene esancias prolino aminortigsciy
liekanas. Hidroksilintag HIF-1o baltyma atpazjsta von Hippel-Lindau (pVHL)
baltymas, kuris pasizymi E3 ubikvitino ligazéms budingu aktyvumu.
Saveikaudamas su HIF-1a, pVHL jj ubikvitilina: ubikvitinu pazymétas HIF-
la baltymas nukreipiamas j proteasomas ir yra degraduojamas (Kaelin ir
Ratcliffe, 2008).

Aplinkoje trukstant deguonies, HIF-la ODD domene esantys prolinai
nehidroksilinami, todél HIF-la stabilizuojamas ir keliauja j lastelés
branduolj. Cia formuojasi HIF-1o/HIF-1p dimeras. Jis, prisijunges
p300/CBP koaktyvatorius, tampa transkripciskai aktyvus. Susidares HIF-1
transkripcijos veiksnys saveikauja su DNR sekoje esanciais HRE domenais
ir aktyvuoja geny transkripcija (Kaelin ir Ratcliffe, 2008). Zmogaus lastelése
HIF-1 aktyvuoja lasteliy proliferacijos, apoptozés, migracijos, adhezijos,
eritropoezés, angiogenezés, citoskeleto struktiiros susidarymo ir kituose

Normalios salygos CITOPLAZMA
Augimo 21 % 0,
hormonai VHL Degradacija
J' PHD p proteasomose
FIH
[HIF-Ta]—> CHIF-10 —> — 4

iRNR baltymas

Hipoksija l
1% 0,

BRANDUOLYS

HIF-1 aktyvuojamy
[ geny transkripcija
I

13 pav. Nuo deguonies priklausoma HIF-1a reguliacija, Normaliomis salygomis HIF-1a
hidroksilinamas, ubikvitilinamas ir degraduojamas proteasomose. Hipoksijos salygomis HIF-
lo stabilizuojamas, keliauja | lastelés branduolj ir dimerizuojasi su HIF-1B. Susidares
transkripciskai aktyvus HIF-1 heterodimeras saveikauja su DNR sekoje esanciais atsako |
hipoksija elementais (HRE) ir aktyvuoja geny transkripcija (Masoud ir Li, 2015)
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svarbiuose procesuose dalyvaujanciy geny transkripcija. Daugelis HIF-1
aktyvuojamy geny siejami su eritrocitozes, infarkto, Sirdies nepakankamumo
anemijos, plauciy arterinés hipertenzijos, periferiniy ir vainikiniy Sirdies
arterijy,  neurodegeneraciniy, uzdegimo sukelty ir kity ligy
vystymusi (Semenza, 2014). HIF-1a raiska nustatyta visy audiniy ir Igsteliy
tipuose (Lee, Bae et al., 2004). Atliekant imunohistocheminius tyrimus,
jvairiuose navikuose rastas stabilizuotas HIF-l1o baltymas, siejamas su
agresyvesne ligos forma ir didesniu pacienty mirstamumu (Semenza, 2003).

HIF-1a transkripcinj aktyvumg reguliuoja oksigenaziy Seimai
priklausantis baltymas FIH-1 (angl. factor inhibiting HIF), katalizuojantis
HIF-a C-TAD domene esandios asparagino aminoriigSties liekanos
hidroksilinima. Si modifikacija blokuoja HIF-la sgveika su transkripcijos
koaktyvatoriais p300/CBP (angl. E1A binding protein p300 / CREB binding
protein), todél HIF-1a transkripcinis aktyvumas slopinamas (Lando, Peet et
al., 2002).

Transkripcijos veiksnio HIF-2a subvienetas struktiiriSkai yra labai
panasus j transkripcijos veiksnio HIF-1a subvieneta (jie turi tuos palius
struktiirinius domenus, o jy aminoriigi¢iy seky homologiskumas siekia
48 %). Taciau jie veikia Siek tiek skirtingai: HIF-1a lemia greitg atsakg j
hipoksija, o HIF-2a veikia kaip atsakg i léting (>24 h) hipoksija inicijuojantis
transkripcijos veiksnys. HIF-2a subvieneto raiska nustatyta plauciy, Sirdies,
inksty, plonosios zarnos audiniuose bei smegeny endotelio lastelése (Rankin
ir Giaccia, 2008). HIF-2a raiskos padidéjimas nustatytas daugelyje naviky ir
yra siejamas su itin agresyviu neuroblastomos fenotipu (Makino, Cao et al.,
2001).

1.2.2. Hipoksijos inicijuojami pre-iRNR splaisingo poky¢iai ir jy
reikSmé ligy vystymosi procesuose

Hipoksiné mikroaplinka inicijuoja pre-iIRNR splaisingo pakitimus
(Kanopka, 2017). Atliekant RNR sekoskaitos tyrimus zmogaus kepeny
lasteliy linijose, nustatyti net 3059 hipoksijos indukuoto alternatyviojo
splaisingo atvejai. Tai rodo, kad splaisingas yra svarbus procesas, padedantis
lasteléms prisitaikyti prie kintanc¢ios mikroaplinkos (Bonomi, Gallo et al.,
2013, Bowler, Porazinski et al., 2018). Nors tyrimais nustatyta ttkstanciai
hipoksijos  indukuojamo alternatyviojo  splaisingo  atvejy, tadiau
eksperimentiskai patvirtinti tik keli tokie pavyzdziai. Jie toliau aptariami
iSsamiau.
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Kraujagysliy endotelio augimo veiksnio VEGFA (angl. vascular
endothelial growth factor A) pre-iRNR sudaro 8 egzoninés sekos.
Alternatyviojo splaisingo metu nuo tos pacios pre-iIRNR gaunamos
angiogenezg aktyvinan¢ios VEGF-Axxx ir slopinan¢ios VEGF-Axxxb iRNR
izoformos (14 pav.). Esant normaliai deguonies koncentracijai,
alternatyviojo splaisingo metu, i besiformuojancia iRNR jungiant tik 8b
egzono seka, susidaro angiogenezg¢ slopinancios VEGF-Axxxb iRNR
izoformos. Hipoksinéje aplinkoje susidaro 8a egzono sekg turin¢ios VEGF-
Axxx iRNR izoformos. VEGFA baltymas yra kraujagysliy augima ir
angiogeneze aktyvinantis citokinas. Hipoksinése naviky zonose i§ navikiniy
lasteliy iSsiskyres VEGFA baltymas patenka j gretimy nenavikiniy audiniy
lasteles ir, sgveikaudamas su kraujagysliy endotelio augimo veiksnio
receptoriumi 2 (angl. vascular endothelial growth factor receptor 2,
VEGFR?2), skatina endoteliniy lasteliy proliferacija, migracija ir naujy
kapiliary susidarymg. Nors vykstanti angiogenezé onkologiniy procesy
nesukelia, taciau ji padeda naviko lagsteléms apsirfipinti deguonimi, maisto
medziagomis ir taip palaiko naviko augima. Sveikuose audiniuose vyrauja
VEGF-Axxxb iRNR izoformos, kuriy raiSka véziniuose audiniuose
slopinama (Biselli-Chicote, Oliveira et al., 2012).

VEGF-A pre-RNR [4H5H6a[6bH7Hgagb

Hipoksija Normalios
salygos
VEGF-A,s [1[2[3]4]5]6al6b]7][8a] VEGF-Ayq, [1]2[3[4]5]6a]6b[7]8b]
VEGF-Ag [1]2]3]4]5]6a]7]82a] VEGF-Ag9, [1]2[3]4]5]6a[7]8b]
VEGF-Aqse VEGF-Assey
VEGF-As [1]2]3]4]5]6a[8a] VEGF-Aqs, [1]2[3]4]5]6a[8b]
VEGF-Ay, VEGF-Aja1p
Angiogeneze skatinancios Angiogeneze slopinancios
iRNR izoformos iRNR izoformos

14 pav. VEGF-A pre-iRNR alternatyvusis splaisingas normaliomis deguonies (21 % O,)
ir hipoksijos (1 % O,) salygomis (Stevens ir Oltean, 2018)

Karboanhidrazés — tai anglies dioksido ir vandens sgveikg organizme
katalizuojantys fermentai, dalyvaujantys kvépavimo, kalcifikacijos, pH
pusiausvyros palaikymo ir kituose procesuose. Karboanhidrazés IX (CAIX)
pre-iRNR sudaro 11 egzony (15 pav., A). Normaliomis aplinkos salygomis
lastelése rasta trumpesné iRNR izoforma, kuriai susidarant praleidziami 8 ir
9 egzonai. Nuo Sios iRNR sintetinamas silpnu Kkatalitiniu aktyvumu
pasizymintis citoplazminis AS CAIX baltymas. Hipoksinémis aplinkos
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salygomis susidaro 8 ir 9 egzonines sekas turinti FL CAIX iRNR izoforma.
Nuo $ios iRNR sintetinamas lgstelés membranos baltymas (Pastorekova ir
Gillies, 2019). Lasteliy iSor¢je iSsidéstg CA IX katalitiSkai aktyviis centrai
dalyvauja CO, hidratacijos reakcijoje. FL CAIX susidarymas lastelése
tiesiogiai priklauso nuo hipoksijos, todél §io baltymo raiskos padidéjimas yra
laikomas ne konkretaus naviko tipo, 0 naviky hipoksinés mikroaplinkos
bioZzymeniu. Navikuose nustatyta padidéjusi FL CAIX raiSka siejama su
agresyvia ligos forma ir dideliu pacienty mirStamumu (Benej, Pastorekova et
al., 2014).

Nors Bcl-X pre-iRNR sudaro tik trys egzoninés sekos, taciau nuo jos
Iastelése susidaro Bel-Xs ir Bel-XL iRNR izoformos (15 pav., B). Sios iRNR
izoformos gaunamos dél antro egzono sekoje esanciy dviejy alternatyviy 3'
splaisingo taikinio seky. D¢l to nuo trumpucio Bcl-x geno sintetinami du
priesingomis funkcijomis pasiZymintys baltymai: apoptoz¢ slopinantis Bcl-
XL ir jg skatinantis Bcl-Xs baltymas. Apoptozés reguliatorius Bcl-X yra
iSorinés mitochondrijy membranos baltymas, kuris lgstelése reguliuoja
reaktyvaus deguonies bei citochromo C pernasg per mitochondrijos
membranos poras (Miura, Fujibuchi et al., 2012). Nustatyta, kad naujagimiy
patiriama hipoksija skatina Bcl-XL izoformos sintez¢. Tyrimai su zmogaus
lasteliy linijomis parodé, kad Bcl-Xs baltymo raiskos sumazinimas slopina
nerviniy lasteliy apoptozg ir taip suSvelnina hipoksijos sukeltus smegeny
lasteliy pazeidimus (Xiao, Ford et al., 2012). Padidéjusi apoptoze
slopinanéio Bcl-XL baltymo raiSka nustatyta krities vézio bei kepeny
karcinomos atvejais ir siejama su didesniu $iy naviky Igsteliy atsparumu
chemoterapiniams vaistams. Padidéjusi Bcl-xS baltymo raiska nustatyta
sergant diabetu ir yra siejama su insuling gaminanciy kasos [ lasteliy nykimu
(Stevens ir Oltean, 2019).

BNIP3 pre-iRNR sudaro 6 egzoninés sekos. | besiformuojancios iRNR
sudétj jjungiant arba paSalinant 3 egzono seka, susidaro dvi alternatyvios
iIRNR izoformos: visus egzonus turinti BNIP3 ir savo sekoje 3 egzono
neturinti BNIPA3 iRNR izoforma (15 pav.,, C). Nuo BNIP3 iRNR
sintetinamas Bcl-2 seimai priklausantis baltymas, kuris kaip atsaka j lastelés
patiriamg stresg inicijuoja lasteliy apoptoze. Hipoksinéje aplinkoje lgstelése
susidaranti BNIPA3 iRNR izoforma koduoja trumpesnj, BH3 ir
transmembraninio domeno neturintj baltyma. Sis antiapoptozinémis
savybémis pasizymintis baltymas Igstelése slopina Bnip3 baltymo inicijuotus
apoptozinius procesus. BNIP3 pre-iRNR alternatyviojo splaisingo pakitimai
nustatyti sergant iSemine Sirdies liga ar iStikus miokardo infarktui (Gang, Hai
etal., 2011).
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Nuo penkias egzonines sekas turin¢ios Cyr61 (angl. cysteine-rich
angiogenic inducer 61) susidaro dvi alternatyvios iRNR izoformos:
trumpesné, visas egzonines sekas turinti Cyr61 IS bei ilgesné, papildoma 3
introno seka turinti Cyr61 IR iRNR izoforma (15 pav., D). Siuo atveju j
iRNR jterpta introniné seka turi tris STOP kodonus, taciau duomeny apie
trumpesnio Cyr61 baltymo susidaryma kol kas néra. Cyr61 IR iRNR raiska
nustatyta kriities vézio atveju, taciau kol kas néra zinoma, kaip ji veikia ir
kokias funkcijas atlieka (Hirschfeld, zur Hausen et al., 2009). Cyr61 IS
iRNR izoforma koduoja cisteino aminortigs¢iy lickany pasikartojimy savo
sekoje turintj angiogenezés aktyviklj. Sis lasteliy matricos signalinis
baltymas dalyvauja lasteliy adhezijos, migracijos, proliferacijos,
diferenciacijos, angiogenezés ir kituose procesuose (Hirschfeld, zur Hausen
et al.,, 2009). Cyr61 baltymo raiSka nustatyta jvairiose zmogaus embriono
vystymosi stadijose: jis dalyvauja Sirdies pertvaros bei placentos
kraujagysliy tinklo formavimosi procesuose. Padidéjusi Cyr61 baltymo
raiSka nustatyta sergant létinémis uzdegimo sukeltomis ligomis,
ateroskleroze, diabeto sukelta nefropatija ir retinopatija bei endometrioze.
Onkologiniy ligy atveju nustatytas Cyr61 baltymo raiskos padidéjimas
siejamas su didesniu ligos agresyvumu (Bleau, Planque et al., 2005).

Pateikti pavyzdziai rodo, kad hipoksija lastelése keicia alternatyvyjj pre-
iRNR splaisingg ir padeda lasteléms prisitaikyti prie kintancios aplinkos

A
CAD pre-RIR NomokSIa, - T A [B T 7 [B S Fiol] AS
HEHT 10HT1 —| Hipoksi

i 16 H7 H8 H9 H10H11] Hipoksija 12131415167 o] FL

Bcl-X pre-iRNR Normoksija
ipoksija BOLXL
C
Bnip3 pre-iRNR Normoksija
TG _E:H [213[4]5]16] FL
Ipoksya [ 1]2]4]5]6] deltaex3
° N Ksij
Cyr61 pre-iRNR ormoksija
IPOKSIja n IR

15 pav. Nuo hipoksijos priklausomas pre-iRNR splaisingas. A — CAIX pre-iRNR
alternatyvusis splaisingas, B — Bcl-X pre-iRNR alternatyvusis splaisingas, C — Bnip pre-iRNR
alternatyvusis splaisingas, D — Cyr61 pre-iRNR alternatyvusis splaisingas (Kanopka, 2017).
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poveikio. Sis Iastelése veikiantis hipoksinés mikroaplinkos valdomas geny
raiskos reguliavimo mechanizmas yra labai svarbus jvairioms patologinéms
bukléms vystytis (Kanopka, 2017).

1.3. Pre-iRNR splaisingas: vézio diagnostika ir gydymas

Pre-iIRNR splaisingo metu susidariusios tik naviky lasteléms biidingos
iRNR izoformos ar trans splaisingo veiksniy raiskos poky¢iai atlieka svarby
vaidmen] vystantis onkologinéms ligoms. Pastaruoju metu literataroje
daugéja informacijos apie tyrimus, kuriy metu tikrinamos bei vertinamos su
naviky vystymusi susijusiy iRNR izoformy susidarymg slopinantys ar
splaisingo veiksniy raiskg reguliuojantys vézio gydymo metodai (Brinkman,
2004, Desterro, Bak-Gordon et al., 2020). Tai mazy molekuliy, nukreipty
pries$ splaisosomos komponentus ar trans splaisingo veiksnius, panaudojimas
ir specifiniy oligonukleotidy terapija (Bonomi, Gallo et al., 2013).

1.3.1. iRNR izoformy susidarymg organizme reguliuojantys
cheminiai junginiai

Chemoterapinis onkologiniy ligy gydymas paremtas tuo, kad antivéziniai
preparatai labiausiai veikia nekontroliuojamai besidalijan¢ias naviky lasteles
ir jas prazudo. Taciau $is gydymas taip pat veikia sveikas organizmo lasteles,
o tai labai riboja skiriamas medikamenty dozes ir blogai veikia bendra
pacienty biukle, ligos eiga. Dél §iy priezas¢iy naujy antivéZiniy cheminiy
junginiy tyrimai islieka labai aktualas (Bonomi, Gallo et al., 2013).

Siuo metu jvairiose klinikiniy tyrimy stadijose tikrinami net keletas
splaisosomos komponenty veikima blokuojanc¢iy junginiy. Vieni i8 tokiy yra
specifiniai su splaisingo veiksnio SF3B 115 kDa subvienetu (SF3b115)
sgveikaujantys cheminiai junginiai pladienolidai, splaisostatinai bei
sudemicinai. Sie junginiai blokuoja U2 snRNP dalelés saveika su pre-iRNR,
todél splaisosomos kompleksas nesiformuoja ir splaisingas nevyksta. SF3B
dazniausiai dalyvauja lgstelés cikla bei antiapoptozinius procesus
reguliuojan¢iy geny pre-iRNR splaisingo procese. Navikinése Igstelése Siy
geny raiSka yra ypac aktyvi, todél SF3b115 inhibitoriai specifiskai veikia
butent navikines lasteles (Corrionero, Minana et al., 2011).

Klinikiniy tyrimy etapg jau pasieké ir keli splaisosomos komponentus
modifikuojanc¢iy baltymy funkcijas slopinantys cheminiai junginiai. Vieni i$
tokiy yra arginino N-metiltransferazés 5 (PRMTS) inhibitoriai. PRMTS yra
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Sm baltymy metilinima vykdantis fermentas, be kurio snRNP daleliy
susirinkimas nevyksta. [vairiuose augliuose nustatyta padidéjusi PRMTS
raiSka siejama su padidéjusiu pacienty mirStamumu. PRMTS5 inhibitoriai
s¢kmingai  panaudoti mantijos lasteliy limfomos, glioblastomos
ksenograftiniuose augliy modeliuose: Sie inhibitoriai sumaZzino naviko
lasteliy augima (Desterro, Bak-Gordon et al., 2020).

Siuo metu taip pat intensyviai tiriami splaisingo proceso reguliacijoje
dalyvaujanciy baltymy serino kinaziy SRPK ir CLK inhibitoriai. Nustatyta,
kad SRPK1 ir SRPK2 kovalentiniai slopikliai efektyviai sumazina SR
baltymy RS domeno fosforilinimo lygj ir taip lemia pre-iRNR splaisingo
pasikeitimus. Antivéziniu veikimu pasizymi ir CLK inhibitoriai. Taciau tiek
SRPK, tiek CLK inhibitoriy naudojimas onkologiniy ligy atveju §iuo metu
dar yra preklinikinéje stadijoje (Hatcher, Wu et al., 2018, Iwai, Yaguchi et
al., 2018).

1.3.2. Oligonukleotidy terapijos taikymas

Oligonukleotidy (angl. antisense oligonucleotides, ASO) terapijos
pagrindas yra trumpi 15-25 baziy pory oligonukleotidai, kurie sumodeliuoti
taip, kad specifiskai jungtysi prie splaisingui svarbiy pre-iRNR seky. Prie
pre-iRNR egzonoir introno sandiroje prisijungiantys ASO blokuoja
splaisingo taikinio sekas ir trukdo splaisosomos susirinkimui. Dél to
pasirinkta splaisingo taikinio seka nepanaudojama. ASO yra chemiskai
modifikuoti, todél tarp jy ir pre-iRNR susidaro labai stabili sgveika. Visiems
naudojamiems oligonukleotidams bendra tai, kad: jie komplementariai
jungiasi prie pre-iRNR; jy prisijungimo vietos yra specifinés ir tiksliai
apibréztos — tokio tipo sgveika niekaip nekeicia lastelés genomo. DaZniausiai
prie savo taikinio ASO nugabenami pasinaudojant nanodalelémis, kurios
neturi toksinio poveikio ir yra stabilios.

Siuo metu ASO technologijy pagrindu sukurti du preparatai sékmingai

naudojami Diuseno raumeny distrofijos bei spinalinés raumeny atrofijos
simptominiam gydymui (Charleston, Schnell et al., 2018, Michelson,
Ciafaloni et al., 2018).
Intensyviai tiriamos onkologinéms ligoms gydyti skirtos ASO terapijos
pritaikymo galimybés. Lasteliy linijose atlieckamy antivézinés ASO terapijos
preklinikiniy tyrimy rezultatai teikia daug vil¢iy (2 lentel¢). Nustatyta, kad,
lasteliy linijose panaudojus ASO technologijas ir inicijavus alternatyviojo
splaisingo pokycius, lastelése aktyvuojama apoptozé, stabdomi Iasteliy
augimo ir diferenciacijos procesai. ASO tyrimai ksenograftiniuose augliy
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al., 2020)

Pre-iRNR ASO taikymo rezultatai Modeliné sistema

BCLX (dar Vietoj lgsteliy apoptozg¢ skatinandios Prostatos, krities ir gimdos

vadinamas BCL-XL baltymo izoformos susidaro  kaklelio vézinés lasteliy linijos

BCL2L11) BCL-XS baltymo izoforma. B16F10 pelés melanomos lastelés

ir B16F10 naviky ksenografty
modeliai
Zmogaus gliomos Igsteliy linijos

STAT3 Vietoj su augliais siejamos STAT3o Vézinés lasteliy linijjos: MDA-
baltymo  izoformos  sintetinamas MB-435s, MDA-MB-468, MDA-
proapoptozinis STAT3 baltymas. MB-453, HelLa, A459, K562,4T1

ir B16
MDA-MB-453s naviky
ksenografty modeliai

PKM Pasikeitus splaisingui, vietoj PKM2 Zmogaus glioblastomos lasteliy
baltymo izoformos, bitinos  linijos
deguoniniam gliukozés skaidymui ir
naviko augimo procesams, susidaro
navikiniy lasteliy apoptozg aktyvinanti
PKM1 baltymo izoforma.

MKNK2 Vietoj onkogeninio Mnk2 baltymo Zmogaus glioblastomos Iasteliy
susidaro navika slopinantis Mnk2a linijjos U87MG ir U251MG,
baltymas. kriities véZiné lasteliy linija MDA-

MB-231, kepeny véziné lasteliy
linija HuH7, U87TMG
ksenograftiniai augliy modeliai

ERBB4 (dar Inicijuojamas onkogeninés HER4 Zmogaus kriities vézinés lasteliy

zinomas kaip baltymo izoformos pasikeitimas | linijos MCF7 ir T47D, MCF7

HER4)

INSR

MDM4

BRCAl

naviko augima slopinancia baltymo

izoforma.
Inicijuojamas  onkogeninés  INSR
baltymo izoformos pasikeitimas |

naviko augima slopinanéia baltymo
izoforma.

Pasikeitus alternatyviajam splaisingui,
susidaro MDM4 iRNR izoforma. Ji
degraduojama kaip beprasmé RNR.

Pasikeitus alternatyviajam splaisingui,
susidaro trumpesné BRCAI baltymo
izoforma, kuri lastelése neatlicka DNR
pazaidy taisymo funkcijos. Dél to
navikinés lastelés tampa jautresnés
antivéziniams vaistams.

ksenograftiniai augliy modeliai

Minkstyjy  audiniy  sarkomos

lasteliy linija

Zmogaus  melanomos  lasteliy
linjjos bei melanoma serganciy
pacienty navikiniy

ksenograftiniai augliai

lasteliy

Zmogaus krities véziné lasteliy
linija MCF7
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2 lentelés pabaiga

Pre-iRNR ASO taikymo rezultatai Modeliné sistema

ERBB2 (dar Pasikeitus alternatyviajam splaisingui, Zmogaus kriities véZzinés lasteliy
Zinomas kaip susidaro autoinhibicinémis savybémis linijos SK-BR-3 ir MCF7

HER2) pasizyminti HER2 baltymo izoforma.

BIM (dar Pasikeitus alternatyviajam splaisinigui, Zmogaus  létinés  mieloidinés
zinomas kaip susidaro proapoptozinémis savybémis leukemijos lasteliy linijjos K562 ir
BCL2L11) pasizyminti BIM baltymo izoforma. KCL22

BCLX (arba BCL2L1) — j BCL2 panasus BCL-2 $eimos baltymas 1 (angl. BCL2-like
protein 1); BIM (arba BCL2L11) — j BCL2 panasus baltymas 11 (angl. BCL2-like protein 11);
HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2 (angl. human epidermal growth
factor receptor 2); HER4 — Zzmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 4 (angl. human
epidermal growth factor receptor 4); INSR - insulino receptorius; MDM4 — su p53
sgveikaujantis Mdm?2 tipo baltymas (angl. Mdm2-like p53-binding protein); Mnk2 — su MAP
kinaze saveikaujanti serino ir treonino baltymy kinaz¢ 2 (angl. MAP kinase-interacting serine
and threonine-protein kinase 2); PKM — piruvatkinazé¢ M; STAT3 — transkripcijos veiksnys
(angl. signal transducer and activator of transcription 3).

modeliuose parodé¢, kad taikant ASO antivézing terapija augliai ima nykti
(Desterro, Bak-Gordon et al., 2020). Taip pat kuriamos ASO terapijos,
kuriose naudojami su jvairiais splaisingo veiksniais sgveikaujantys
oligonukleotidai. Sie oligonukleotidai sukonstruoti i3 keliy atsikartojanéiy su
trans splaisingo veiksniais sgveikaujanciy reguliaciniy pre-iRNR seky. Dél
Sios priezasties su ASO susijunge splaisingo veiksniai su pre-iRNR
nesaveikauja. Tokiu biidu slopinamos splaisingo veiksniy funkcijos. Siuo
metu intensyviai tiriama splaisingo veiksnj SRSF1 blokuojanti ASO terapija.
Tikimasi, kad $i terapija bus efektyvi augliams, kuriuose padidéjusi
splaisingo veiksnio SRSF1 baltymo raiska (Denichenko, Mogilevsky et al.,
2019).

Vystoma dar viena ASO metodika, kuria siekiama reguliuoti iRNR
transkripto poliadenilinimo procesus. Pirmg kartg $§i metodika pritaikyta
panaudojant VEGFR pre-iRNR alternatyvias poliadenilinimo signalines
(APA) sekas. ASO sgveika su specifinémis VEGFR pre-iRNR sekomis 1émeé
alternatyviy APA pasirinkimg. Dél to susidaré tirplis angiogeneze
slopinanCiomis savybémis pasizymintys VEGFR1 ir VEGFR2 baltymai.
Nors dar nepasiekta preklinikiniy tyrimy stadija, Sia kryptimi intensyviai
dirbama (Desterro, Bak-Gordon et al., 2020).

Apibudintos onkologinéms ligoms gydyti skirtos ASO terapijos vienaip
ar kitaip veikia lastelése vykstancius pre-iRNR splaisingo procesus.
Nepaisant to, duomeny apie naviko lastelése vykstancius alternatyviojo
splaisingo pakitimus ir juos lemiancius veiksnius vis dar triiksta. Tik i§samiis
pre-iRNR splaisingo reguliacijos mechanizmo tyrimai ir nuodugni jj
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reguliuojanciy veiksniy analizé gali suteikti papildomy duomeny, leisianciy
ateityje sukurti pazangius, selektyvius ir efektyvius onkologiniy ir kity ligy
gydymo biidus (Bonomi, Gallo et al., 2013).

1.3.3. Onkologiniai biozymenys: diagnostika ir prognozé

Naviko lastelése pre-iRNR splaisingo metu susidaran¢ios iRNR
izoformos daZznai yra naudojamos kaip onkologiniy ligy diagnostiniai
biozymenys. Pavyzdziui, skirtingi ABCC1, Mdm2 bei fibronektino iRNR
izoformy raiskos pokyciai vertinami atliekant sveiky audiniy ir epitelinio
kiausidziy vézinio audinio diferencine diagnostikg. Pasikeitusi MED24,
MFI2, SRRT ir CD44 iRNR izoformy raiSka liudija apie besivystant]
agresyvy, 1 metastazes linkusj kriities vézio fenotipa, kuris gerokai mazina
pacienty i§gyvenamuma. Zmogaus akting reguliuojandio baltymo MENA
(angl. mammalian-enabled protein) pakitusios iIRNR izoformos nustatytos
ankstyvosios stadijos kriities vézio atveju ir labai pasitarnauja pasirenkant
tolesnes gydymo strategijas. KLF6 bei kaspazés 9 alternatyviy iRNR
izoformy santykis ir jo pasikeitimai siejami su véziniy lasteliy atsparumu
chemoterapijai, todél yra labai reikSmingi renkantis kitus ar tarpusavyje
derinant kelis vézio gydymo bidus (Bonomi, Gallo et al., 2013).

Pakitusi alternatyvyjj splaisinga reguliuojanciy trans splaisingo veiksniy
raiSka taip pat signalizuoja, kad organizme vyksta onkologiniai ar Kiti
patologiniai procesai. Splaisingo veiksniy (SRSF1, SRSF2, SRSF3, hnRNP
A, hnRNP [, hnRNP K, SPF45 ir kt.) raiSkos poky¢iai nustatyti jvairiuose
véziniuose audiniuose, taciau tikslus mechanizmas, kuris auglivose skatina
jvairiy splaisingo veiksniy raiskos pasikeitimus, kol kas néra iki galo aiskus.
Biidai, kaip trans splaisingo veiksniai galéty biti panaudojami onkologiniy
ligy diagnostikai, diferenciacijai, ligos eigai prognozuoti ir stebéti, Siuo metu
intensyviai tiriami (Anczukow ir Krainer, 2016).
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI
2.1. Medziagos
2.1.1. Reagentai

Agaroz¢; bromfenolio mélis; etilendiamintetraacto rtgstis (EDTA);
glicerolis; natrio hidrofosfatas; tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris),
Tween-20; mieliy ekstraktas; triptono peptono misinys; 4-(2-hidroksietil)-
1piperazin-etansulfonriigstis (HEPES); chloroformas; fenolis; glicinas; pieno
milteliai; Kumasio briliantinio mélio dazas R-250; hidrochinonas; izopropilo
alkoholis; natrio tiosulfatas; Nonidet P-40, Tween-20 (Roth, VVokietija).

Fetalinis verSiuko serumas (FBS); L-glutaminas; penicilinas /
streptomicinas; puromicinas, tripsinas / EDTA (Biochrom, Vokietija).

Acto rugstis; 2-merkaptoetanolis (Merck, Vokietija).

Chromatografinis popierius; nitroceliulioziné baltymy pernesimo
membrana (Whatman, Schleicher & Schuell, Vokietija).

1 x proteaziy inhibitorius (Roche Diagnostics, VVokietija).

Dulbecco modifikuota Eagle terpé (DMEM) (Lonza, Sveicarija);
McCoy‘s 5A lasteliy auginimo terpés (Gibco).

N,N,N’,N’-tetrametiletilendiaminas (TEMED); akrilamidas;
bisakrilamidas; amonio peroksodisulfatas (APS); fenilmetilsulfonilfluoridas
(PMSF); betainas; kalio fluoridas; ksilencianolis; natrio bikarbonatas;
guanidino hidrochloridas, TMB reagentas; (Merck, Vokietija)

Boro rugstis; jaucio serumo albuminas (BSA); etidzio bromidas; kalio
chloridas; kalio dihidrofosfatas; kalio bromidas; kalio hidroksidas; kalio
fosfatas; natrio chloridas; natrio dioksicholiatas, natrio hidroksidas; natrio
acetatas; natrio karbonatas; natrio azidas; natrio sulfitas; natrio
dodecilsulfatas (SDS); ditiotreitolis (DTT); metilo alkoholis; magnio
chloridas; amonio acetatas; amonio sulfatas; amonio chloridas; kalcio
chloridas; kreatinfosfatas; li¢io chloridas; metolis; polivinilo alkoholis
(PVA); puromicinas; ampicilinas; ficolio reagentas; tripano mélis; izopentilo
alkoholis, fenil-metil-sulfonil-fluoridas(PMSF), ditiotreitolas (DTT) (Sigma,
JAV).

Deoksinukleotidy misinys (dNTP); Bradfordo reagentas (Coomassie
Plus); Ponceau S; LMP agarozé; dimetilsulfoksidas (DMSO), baltymo-G
dalelé (Thermo Fisher Scientific, JAV).

Druskos rigstis (Chempur, Lenkija).

Etilo alkoholis (Vilniaus degtine, Lietuva).

Skystas azotas (Achema, Lietuva).
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2.1.2. Tirpalai

DNR elektroforezei:

1 x Tris — acetatinis buferinis tirpalas (TAE) (pH 7,2): 40 mM Tris, 20
mM CH;COOH, 1 mM EDTA (pH 8,0).

Agarozés gelio tirpalai: 1 %, 1,5 % agarozés 1 x TAE buferiniame
tirpale.

1 x Tris — boratinis buferinis tirpalas (TBE) (pH 8,0): 45 mM Tris, 45
mM H;BO;, 1 mM EDTA.

Etidzio bromido tirpalas: 0,5 pg/ml etidzio bromidas.

Baltymy elektroforezei:

1 x baltymy elektroforezés buferinis tirpalas: 25 mM Tris, 250 mM
glicinas, 0,1 % SDS.

2 x baltymo méginio dazas: 0,12 M Tris (pH 6,8), 4 % SDS, 20 %
glicerolis, 25 mM EDTA (pH 8,0), 20 % bromfenolio mélis, 2 % 2-
merkaptoetanolis.

Akrilamido ir bisakrilamido tirpalas: 30 % akrilamidas, 0,8 %
bisakrilamidas.

Amonio peroksosulfato tirpalas: 10 % amonio peroksosulfatas.

SDS tirpalas: 10 % SDS.

1,5 M Tris tirpalas: 1,5 M Tris (pH 8,8).

1 M Tris tirpalas: 1 M Tris (pH 6,8).

Imunohibridizacijai Western blot metodu:

1 x baltymy pernesimo buferinis tirpalas: 26 mM Tris, 108 mM glicinas,
20 % metanolis.

1 x PBS buferinis tirpalas: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na;HPO,, 1,8 mM KH,PO,.

1 x TBST buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl,
0,5 M EDTA tirpalas (pH 8,0), 0,05 % Tween-20.

Blokavimo buferinis tirpalas: 5 % pieno milteliai 1 x TBST buferiniame
tirpale.

Mitybinés terpés:
HCT 116 lasteliy auginimo terpé: McCoy‘s 5A terpé, 10 % FBS, 2 mM
L-glutaminas, 100 U penicilino ir 0,1 mg/ml streptomicino misinys.
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Visoms kitoms Igsteléms auginti naudota Igsteliy auginimo terpé: DMEM
terpé, 10 % FBS, 2 mM L-glutaminas, 100 U penicilino ir 0,1 mg/ml
streptomicino misinys.

LB terpé E. coli auginti: 1 % triptono ir peptono misinys, 0,5 % mieliy
ekstraktas, 0,5 % NaCl.

Agarizuota LB terpé: 1,5 % agaro LB terpéje.

Saldymo terpé: 10 % DMSO fetaliniame versiuko serume.

10 x T4 DNR ligavimo buferis:

500 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 50 mM dithiothreitolo, 10 mM ATP,
pH 7.6.

Kompetentiniy E. coli lasteliy paruo§imas:

MgCl, tirpalas: 0,1 M MgCl..

CacCl, tirpalas: 0,1 M CaCl,.

Laikymo tirpalas: 0,1 M CaCl,, 12 % glicerolis.

Plazmidinés DNR skyrimo tirpalai:

TE buferinis tirpalas: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0).

NaOH-SDS tirpalas: 1 % SDS, 0,1 M NaOH.

Natrio acetato tirpalas (pH 4,8): 3 M CH;COONa.

LiCl tirpalas: 10 M LiCl.

TER buferinis tirpalas: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA (pH 8,0),
20 pg/ml RNazé.

Lasteliy lizavimo tirpalas

Ripa buferis: 150 mM natrio chlorido, 50 mM Tris tirpalo (pH 8.7), 1 %
Nonidet P-40, 0.5 % natrio deoxicholiatas, 0.1 % SDS, 2 mM ditiotreitolas,
1 mM fenilmetilsulfonilluoridas, 0.2 mM N-metilmaleimidas, 1 x proteaziy
inhibitorius.

2.1.3. Rinkiniai

DNR skyrimo i§ agarozés gelio rinkinys GeneJET™ Gel Extraction Kit,
plazmidinés DNR gryninimo rinkinys Quick-DNA Miniprep Kit (Zymo
Research), atvirkitinés transkripcijos rinkinys RevertAid " RT Kit, realaus
laiko PGR rinkinys Maxima SYBR Green/Rox gPCR Master Mix (2),
citoplazminio ir branduoliy ekstrakto skyrimo rinkinys NE-PER Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific, JAV) ir RNR
skyrimo i§ eukariotiniy lasteliy rinkinys Quick-RNA™ Miniprep Kit (Zymo
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Research); mirVANA™PARIS™ Protein and RNA Isolation System (Life
Technologies).

2.1.4. Oligonukleotidai DNR amplifikacijai PGR ir gPGR
metodais ir gRNR sintezei

Oligonukleotidai buvo gauti i§ Metabion (Vokietija) (3 lentelé).

3 lentelé. Darbe naudoti oligonukleotidai (pradmenys)

Metodas Pavadi-nimas Pradmeny sekos
PGR Fas(D) 5-d(GTGAACACTGTGACCCTTGC)3'
Fas(R) 5-d(CCTTGGTTTTCCTTTCTGTGC)-3'

Fastotal D)  5-d(TGAGGGAAGCGGTTTACGAG)-3'
Fastotal (R)  5-d(TGAAAGAGCTTCCCCAACTCC)-3'

Rac1(D) 5-d(GAAAACCGGTGAATCTGGGC)-3'
Racl(R) 5-d(CGCACCTCAGGATACCACTT)-3'
185 (D) 5-d(AACTCACTGAAGATGAGGTG)-3’
18S (R) 5"-d(CAGACAAGGCCTACAGACTT)-3’
gPGR gFas v1(D) 5-d(GGGGTGGCTTTGTCTTCTTCT)-3'

gFas V1(R) 5"-d(CCACTGTTTCAGGATTTAAAGTTGG)-3'
gFas v2(D) 5-d(ACCCGGACCCAGAATACCA)-3'
gFas v2(R) 5-d(TTCTCTTCACTTCCTCTTTGCAC)-3'

Ac(D) 5-d(GACAGGATGCAGAAGGAGAT)-3’

Ac(R) 5-d(TTGCTGATCCACATCTGCTG)-3’
SgRNR h-prm (D) 5-d(CACCGGTCTACCAATGCCGAAAGCG)-3'
koduojanéiy  h-prm (R) 5-d(AAACCGCTTTCGGCATTGGTAGACC)-3'
seky sintezé h-ex1 (D) 5-d(CACCGTGCCGTCATGTCTAAGTCAG)-3'

h-ex1 (D) 5-(AAACCTGACTTAGACATGACGGCAC)-3'

RBM-prm (D)  5'-(CACCGACCATCAAGAGGTGTCGCCC)-3’
RBM-prm (R)  5-(AAACGGGCGACACCTCTTGATGGTC)-3'
RBM-exl1 (D) 5-(CACCGCCACTCCTAGGTCATCGTAC)-3'
RBM-ex1 (D) 5-(AAACGTACGATGACCTAGGAGTGGC)-3'

U6 (D) 5-(CGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGC)-3'

2.1.5. Monokloniniai ir polikloniniai antik@inai

Pirminiai antikiinai:

monokloniniai pirminiai antikiinai: triusio anti-U2AF35 (Abcam,
ab172614); anti-KHSRP (Abcam, ab150393); anti-Fas (Abcam,
ab133619); anti-hnRNP Al (Abcan, ab177152); pelés anti-actin (Abcam,
ab3280); anti- U2AF65 (Santa CruzBiotechnology, sc-53942); anti-HIF-
la (BD Biosciences, JAV);
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polikloniniai pirminiai antiktinai: triusio anti-SFRS2 (Abcam, ab28428);
anti-SFRS1 (Abcam, ab38017); anti-RBM17 (Abcam, ab204333).

Antriniai antikanai:

Polikloniniai ozkos antriniai antikiinai prie§ triusio (Dako, P 0447) ir

pelés (Dako, P 0448) IgG, konjuguoti su krieny peroksidaze.

2.1.6. Lasteliy linijos, mikroorganizmy kamienai ir

plazmidinés DNR

Branduoliy ekstraktams skirti ir Igsteliy lizatams ruosti naudotos lasteliy

linijos pateiktos 4 lenteléje.

4 lentelé. Darbe naudotos lasteliy linijos

Kilmeé Pavadinimas Apibiidinimas
Kasa PANK-1 Zmogaus kasos lataky karcinomos lasteliy linija
SU.86.86 Zmogaus kasos lataky karcinomos Iasteliy linija
iSvesta i§ metastaziniy zidiniy kepenyse
T3M4 Zmogaus kasos karcinomos Igsteliy linija
Capan-1 Zmogaus kasos karcinoma, i§vesta i§ metastaziniy
zidiny kepenyse
Inkstai CaKi-1 Inksty skaidriyjy lasteliy karcinomos lasteliy linija
Kilusi i§ metastaziniy Zidiniy odoje
786-O Inksty adenokarcinomos lasteliy linija
Gaubtiné Zarna HCT116 Gaubtinés zarnos karcinomos Igsteliy linijos
COLO 205 Gaubtinés zarnos adenokarcinomos lasteliy linija
iSvesta i§ pilvaplévés ertmés skyséiuose esanciy
metastaziniy zidiniy lasteliy
Skrandis KATOIII Skrandzio karcinomos lasteliy linija, Kilusi i§
metastaziniy zidiniy limfmazgiuose
Plaudiai A549 Zmogaus alveoliy bazinio epitelio adenokarcinomos

Gimdos kaklelis Hela
Embrionas HEK 293A

lastelés

Gimdos kaklelio adenokarcinomos lastelés
Embrioninés inksty lastelés su jterptu 5 tipo
adenoviruso genu

Virskinimo trakto véziniy Iasteliy linijos gautos i§ LSMU Virskinimo
sistemos tyrimy instituto Chirurginés gastroenterologijos laboratorijos

vadovo prof. A. Gulbino.

HEK 293A ir A549 lgsteliy linjjos gautos i§ VU GMC Imunologijos ir
lastelés biologijos skyriaus lasteliy banko.
Hela lasteliy linija gauta i§ Svedijos, Karolinskos instututo.
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E. coli DHSo kamienas buvo naudojamas plazmidiniy DNR
transformacijai (Thermo Fisher Scientific, JAV).

Cas9 raiskos vektorius pSpCas9(BB)-2A-Puro(PX459) (Addgene Nr.
62988); laboratorijoje  specifiniy geny redagavimui  sukonstruoti
CRISPR/Cas9-gRNR vektoriai: pSpCas9(BB)/h-prm; pSpCas9(BB)/h-ex1,;
pSpCas9(BB)/RBM-prm; pSpCas9(BB)/RBM-ex1.

2.1.7. Virskinimo trakto organy augliai ir sveiki audiniai

Kiekvienas Siame darbe naudotas biopsijos méginys buvo paimtas tik
gavus kiekvieno paciento rastikg sutikimag ir uztikrinanat, kad bus laikomasi
visy Pasaulinés medicinos organizacijos nustatyty etikos normy.

Pirminiai kasos naviky méginiai chirurginiu bidu gauti i§ 12 pacienty,
kuriems, siekiant paSalinti kasos navikus, atlikta rezekcija. Né vienam i§ $iy
pacienty prie§ operacija nebuvo paskirtas nei chemoterapijos, nei
radioterapijos gydymo kursas. Pagal Tarptautinés vézio draugijy sgjungos
patvirtintg TNM klasifikacija, visi kasos navikiniai audiniai gauti i§ T3 kasos
naviky. Visi gauti naviky méginiai padalinti § dvi grupes. Pirmos grupés
méginiai buvo atiduoti standartiniam medicininiam patikrinimui. Antros
grupés méginiai buvo uZzSaldyti skystame azote ir iki tolimesniy tyrimy
saugomi — 80 °C temperatiroje. ISanalizavus hematoksilinu — eozinu dazytus
histologinius kasos méginius nustatyta, kad navikinés lastelés visuose
meéginiuose sudaro ne maziau nei 80 % visy méginio lgsteliy. Patologiné
ekspertizé patvirtino, kad wvisi tirti méginiai yra kasos lataky
adenokarcinoma. Pagal Amerikos vézio draugijy sajungos parengtas
klasifikacijos gaires, visi tirti navikai priskiriami vidutiniSkai (G2) arba
prastai (G3) diferenciavusiy naviky klasei. Kontroliniai (sveiki) kasos
audiniy pavyzdziai gauti i§ sveiky donory po daugybiniy organy
eksplantacijos.

14 skrandzio naviky audiniy pavyzdziy buvo gauti operuojant skrandzio
navikus. Histologiniai tyrimai patvirtino, kad visi méginiai yra prastai
diferencijavusios (G3) adenokarcinomos. Né vienam i§ §iy pacienty prie$
operacija nebuvo paskirtas nei chemoterapijos, nei radioterapijos gydymo
kursas. Taip pat né vienam pacientui nebuvo diagnozuotas kitas onkologinis
susirgimas. Visi gauti naviky méginiai padalinti j dvi grupes. Pirmos grupés
méginiai buvo atiduoti standartiniam medicininiam patikrinimui. Antros
grupés méginiai buvo uZzSaldyti skystame azote ir iki tolimesniy tyrimy
saugomi — 80 °C temperatiiroje. Tyrimais patvirtinta, kad navikinés lastelés
visuose méginiuose sudaro ne maziau nei 80 % visy méginio lasteliy.
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Kontroliniai (sveiki) skrandzio audiniy pavyzdziai gauti atlickant bariatrines
operacijas, kurios atlickamos gydant nutukima.

14 gaubtinés zarnos naviky pavyzdziy gauta atlickant gaubtinés zarnos
naviky Salinimo operacijas. Pacientai, kuriems taip pat diagnozuoti tiesiosios
zarnos onkologiniai susirgimai, i§ §io tyrimo pasalinti. Né vienam i§ Siy
pacienty prie§ operacija nebuvo paskirtas nei chemoterapijos, nei
radioterapijos gydymo kursas. Visi gauti naviky méginiai padalinti j dvi
grupes. Pirmos grupés méginiai buvo atiduoti standartiniam medicininiam
patikrinimui. Antros grupés méginiai buvo uzsaldyti skystame azote ir iki
tolimesniy tyrimy saugomi — 80 °C temperattroje. Histopatologiniai tyrimai
patvirtino, kad visi méginiai yra vidutiniskai (G2) arba blogai (G3)
diferenciavusios T3 klasés gaubtinés Zarnos adenokarcinomos. Kontroliniai
(ne navikiniai) gaubtinés zarnos méginiai gauti i§ gérybinémis gaubtinés
zarnos ligomis (pavyzdziui, divertikulitu) serganciy pacienty atliekant
planines Zarnyno operacijas.

2.1.8. Molekulinés masés standartai

DNR fragmentams agaroziniame gelyje atpaZinti naudotas GeneRuler™
DNR Ladder Mix (#SM0331) molekulinés masés standartas ir 6 x DNR
Loading Dye méginiy dazas (Thermo Fisher Scientific, JAV).

Naudotas PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder baltymy
molekuliniy masiy standartas (#26616, Thermo Fisher Scientific, JAV) ir
paciy padarytas baltymy méginiy daZas.

2.1.9. Fermentai

Tag DNR polimerazé; ribonukleaziy inhibitorius RNasinas; T4 DNR
ligazé; T4 polinukleotid-kinazé (PTK); DNR endonukleaze; ribonukleazés
A/T1; proteinazé K; atvirkstiné transkriptazé RevertAid H Minus M-MuLV,
restrikcijos endonukleazé Bpil (Thermo Fisher Scientific, JAV).

2.1.10. Bioinformatinés programos

Baltymy ir iRNR izoformy raiskos rezultatai skaiciuoti pasinaudojant
MultiGaude Programine jranga ne maziau kaip i§ trijy nepriklausomy
eksperimenty.
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Statistinis visy eksperimenty patikimumas skaiCiuotas pagal Mann
Whitney neprametrinj testa naudojant R statisting programing jrangg, kurioje
naudoti duomenys gauti i§ maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty. I§
gRT-PCR tyrimo gautu duomenys iSanalizuoti dviejy iméiy Stjudento T
testu. Gautos statistinés reikSmés: ***p<0.005; **p<0.01; *p<0.05.

2.2. Tyrimo metodai
2.2.1.DNR ir RNR tyrimo metodai

2.2.1.1. DNR fragmento amplifikacija polimerazés grandininés
reakcijos (PGR) metodu

MiSinio sudétis vienam méginiui: 1 X Taq buferinis tirpalas su
(NH,)2SQO4, 0,2 mM dNTP misinys, 50 pmol tiesioginis pradmuo, 50 pmol
atvirkstinis pradmuo, 2 mM MgCl,, 1 vnt. Tag DNR polimerazés, 0,5-1 pg
DNR, H,O iki 20 pl. Reakcija vykdoma termocikleryje naudojant 2.1
lenteléje pateiktus pradmenis pagal rekomenduojamas salygas (5 lentel¢):

5 lentelé. Reakcijos taikant PGR metodg salygos

1. 95°C 5 min. 1 ciklas

2. 95°C 30s.

3. Tmc°C 30. 23-40 cikly
4, T72°C 1 kb/min.

5. 72°C 5 min. 1 ciklas

Tm- — pradmeny lydymosi temperatiira.

2.2.1.2.DNR fragmento amplifikacija kiekybinio realaus laiko PGR
(RT-gPGR ) metodu

Misinio sudétis vienam méginiui: 2 x Maxima SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix 12.5 ul, 0,3 uM tiesioginis pradmuo, 0.3 puM atvirkstinis
pradmuo, iki 0.5 ug DNR, H,O iki 25 pl. Reakcija vykdoma termocikleryje
naudojant 3 lenteléje pateiktus qPGR pradmenis pagal rekomenduojamas
salygas (6 lentelé.)

6 lentelé. Reakcijos taikant PGR metoda salygos.

1. 95°C 10 min. 1 ciklas

2. 95°C 15s.

3. Tm-°C 15s . 23-40 cikly
4, 72°C 1 kb/min.

5. 72°C 5 min. 1 ciklas
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2.2.1.3.DNR elektroforeze

ParuoSiamas atitinkamos koncentracijos agarozés gelis (1-1,5 %),
méginys sumaiSomas su 1 X DNR Loading Dye méginiy dazu ir vykdoma
DNR elektroforezé 1 x TAE buferiniame tirpale esant 10 V/cm jtampai. Po
elektroforezés gelis 10 min. daZomas etidzio bromido tirpalu ir DNR
fragmentai vizualizuojami UV $viesoje.

2.2.1.4.DNR fragmento skyrimas agarozés gelyje

Reikiamo dydzio DNR fragmentas iSpjaunamas UV Sviesoje ir i§
agarozés gelio idskiriamas naudojant GeneJet™ Gel Extraction Kit rinkinj
pagal gamintojo rekomendacijas.

2.2.1.5.Koncentracijos nustatymas

Nukleoriigsciy koncentracija nustatoma spektrofotometriniu  budu,
naudojant NanoDrop spektofotometra (Thermo Fisher Scientific). Sviesos
sugertis matuojant, kai bangos ilgis yra 260 ir 280 nm. Axs/Azgo Santykis
parodo méginio §varuma.

2.2.1.6.DNR skaldymas restrikcijos endonukleazémis

Restrikcijos reakcijos miSinio sudétis: apie 1 pug plazmidinés DNR arba
0,2 ug PGR fragmento, 1 x restricijos endonukleaziy veikimo buferinis
tirpalas, 10 vnt. atitinkamy restrikcijos endonukleaziy, H,O iki 10 pul.
Misinio inkubacijos laikas, temperatiira ir buferiniai tirpalai parenkami pagal
gamintojo rekomendacijas.

2.2.1.7.DNR fragmento jjungimas j plazmiding DNR (ligavimas)

Ligavimo reakcijos sudétis: 100 ng restrikcijos endonukleaziy paveikta
plazmidiné DNR, 50 ng restrikcijos endonukleaziy paveiktas PGR
fragmentas, 1 x T4 ligazés veikimo buferinis tirpalas, 5 vnt. T4 DNR
ligazés, H,O iki 10 pl. Ligavimo misinys inkubuojamas 1 val. kambario
temperatiiroje.
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2.2.1.8.Kompetentiniy E. coli lasteliy paruoSimas

E. coli DH5a 1gstelés 16 val. auginamos 5 ml LB terpéje kratytuve 37 °C
temperatiiroje, kol suspensijos optinis tankis 600 nm bangos ilgio Sviesoje
pasiekia 0,5. Lastelés surenkamos, atSaldomos ledo vonioje ir 15 min.
centrifuguojamos 4 °C temperatiiroje esant 1280 x g. Supernatantas
nupilamas ir lastelés suspenduojamos 25 ml atsaldyto 0,1 M MgCl, tirpalo,
15 min. centrifuguojamos 4 °C temperatiiroje esant 1280 x g. Nupylus
supernatantg, lastelés suspenduojamos 25 ml atSaldyto 0,1 M CacCls, tirpalo.
Suspensija 20 min. inkubuojama ledo vonioje ir 10 min. centrifuguojama 4
°C temperatiiroje esant 1280 x g. Supernatantas nupilamas, lastelés
suspenduojamos laikymo tirpale, i$skirstomos j mégintuvélius, uzsaldomos
skystame azote ir saugomos —70 °C temperatiiroje. JOS nepraranda
kompetentiSkumo iki 6 mén.

2.2.1.9. Plazmidinés DNR jterpimas j kompetentines E. coli
lasteles (transformacija)

Atliekant transformacija, norima padauginti plazmidiné DNR ar ligavimo
misinys sumaiSomas su 100 ul kompetentiniy E. coli lasteliy vienam
méginiui. MiSinys 0,5-1 val. inkubuojamas ledo vonioje, po to sukeliamas
lasteliy temperatirinis Sokas — meéginys 2 min. perkeliamas j 42 °C
temperattrg ir vél atSaldomas. Ligavimo miSinys uzpilamas 1 ml LB terpés,
1 val. inkubuojamas 37 °C temperatiiroje ir 1 min. centrifuguojamas esant
1280 x g. Sterilioje aplinkoje supernatantas nupilamas, paliekant apie 100 ul,
ir lastelés suspenduojamos. Suspenduotos lastelés uzs¢jamos ant kietos
agarizuotos LB terpés su reikiamu kiekiu antibiotiko (antibiotiko
koncentracija 100 pg/ml) Petri léksteléje, 16 val. inkubuojamos 37 °C
temperattiroje oro termostate.

2.2.1.10. Transformacijos bakterijy kolonijose tikrinimas

Paruosiamas reikiamas PGR reakcijos miSinio po 20 pl kiekvienam
meéginiui. MiSinys iSpilstomas j PGR mégintuvélius. Sterilioje aplinkoje
naudojamos inokuliacines kilpeles po vieng wuzkalbintos kolonijos
perkialiamos i PGR miS$inj intensyviai maiSant. Tuomet ta pacia kilpele
perbraukiama per i§ anksto paruo$ta Petri 1ékStele. Ta pati procedira
kartojama visoms testuojamoms baterijy kolonijoms. Lékstelé su persétomis
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kolonijomis inkubuojama 37 °C temperatiiroje 16 h tolimesniam naudojimui.
PGR reakcijos méginiai dedami j termocinklerj ir vykdoma PGR reakcija. Po
reakcijos méginiai tikrinamai agaroziniame gelyje. Atsirenkami tinkamo
ilgio apmlifikuota fragmenta turintys méginiai.

2.2.1.11.Plazmidinés DNR i$skyrimas

Mazy plazmidinés DNR kiekiy (iki 25 pg) iSskyrimui naudotas ,,Quick-
DNA Miniprep” (Zymo Research) rinkinys, darbus atliekant pagal gamintojo
nurodytas rekomendacijas.

Didesniems (vir§ 25 pg) plazmidinés DNR kiekiams i$skirti, DNR su
jterptu fragmentu turinti E. coli kolonija uzsé¢jama j 100 ml LB terpés su
reikiamu kiekiu antibiotiko (antibiotiko koncentracija 100 pg/ml) ir 16 val.
auginama kratytuve 37 °C temperatiiroje. Po auginimo E. coli lgstelés
atSaldomos ledo vonioje ir 20 min. centrifuguojamos 4 °C temperatiiroje
esant 3500 x g. Terpé nupilama, lgstelés suspenduojamos penkis kartus
mazesnio tlrio nei pradinis tiiris TE buferiniame tirpale. | 1asteliy suspensija
pridedama 2 turiai NaOH-SDS tirpalo, ir miinys 5 min. inkubuojamas
kambario temperatiiroje. Po to pridedama 0,5 tirio atSaldyto 3 M natrio
acetato tirpalo, 10 min. inkubuojama ledo vonioje ir 15 min. centrifuguojama
4 °C temperattroje esant 3500 x g. Plazmidiné DNR 1i§ supernatanto
iSsodinama pridéjus 0,7-0,8 turio izopropilo alkoholio ir 15 min.
centrifuguojama kambario temperatiiroje esant 3500 x g. Gautos nuosédos
suspenduojamos du kartus mazesnio tiirio nei pradinis tiiris TE buferiniame
tirpale, ir vél visa procediira pakartojama, kol gaunamos nuosédos. Gautos
nuosédos tirpinamos penkis kartus mazesnio tiirio nei pradinis tiris TE
buferiniame tirpale. Méginys sumaiSomas lygiu ttriu su 10 M LiCl tirpalo, 5
min. inkubuojamas kambario temperatiroje ir 20 min. centrifuguojamas 4 °C
temperatiroje esant 20000 x g. Supernatantas surenkamas, pridedama 0,7—
0,8 turio izopropilo alkoholio, 30 min. centrifuguojama kambario
temperattroje esant 20000 x g. Nuosédos suspenduojamos 0,5 ml TE
buferinio tirpalo ir 1 val. inkubuojama 37 °C temperatiiroje su 10 pg/ul
ribonukleaziy A/T1 mi$iniu. Plazmidiné DNR gryninama méginj lygiu ttriu
sumaiSomas su fenolio, chloroformo, izopentilo alkoholio miSiniu, 2 min.
purtomas purtykléje didziausiu grei¢iu ir 5 min. centrifuguojamas 4°C
temperattiroje esant 16000 x g. Vandeninis sluoksnis surenkamas ir lygiu
tiriu maiSomas su chloroformo ir izopentilo alkoholio miSiniu, 2 min.
intensyviai purtomas purtykl¢je ir 5 min. centrifuguojamas 4 °C
temperatiroje esant 16000 x g. Vandeninis sluoksnis surenkamas, j ji
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pridedama 2,5 tiirio 95 % etilo alkoholio ir 3 M natrio acetato tirpalo iki
galutinés 0,3 M tirpalo koncentracijos, apie 16 val. inkubuojamas —20 °C
temperatiiroje. Nuosédos surenkamos 30 min. centrifuguojant 4 C
temperatiiroje esant 16000 % g, praplaunamos 70 % etilo alkoholio tirpalu ir
tirpinamos TE buferiniame tirpale arba steriliame vandenyje.

2.2.1.12.Plazmidiniy DNR, skirty baltymy raiskos sumazinimui
lasteliy linijose, konstravimas

Specifinés SPF45 ir hnRNP Al geny redagavimui skirtos sekos,
pasirinktos naudojantis CRISPR bioinformatine programa
(http://tools.genome-engineering.org), pateiktos 2.1 lentel¢je. Gauti
liofilizuoti pradmenys iStirpinami steriliame vandenyje, kad kiekvienas jy
koncentracija biity 100 pl. ParuoSiamas reakcijos misinys: 10 pM tiesioginis
pradmuo, 10 pM atvirkstinis pradmuo, 1x T4 DNR ligavimo buferis; 0.5
U/reakcija T4 PNK. Paruostas méginys inkubuojamas termocikleryje: 30
min 37 °C; 5 min 95 °C ir tuomet temperatiira mazinama iki 25 °C taip, kad
per 1 min ji sumazéty 5 °C. Gautas miSinys, santykiu 1:10 skiedziamas
vandenyje.

Cas9 raiskos vektorius pSpCas9(BB)-2A-Puro(PX459) veikiamas
restrikcijos endonukleazé Bbsl, valomas nuo reakcijos miSinio ir | jj

ligavimo metodu jterpiami paruosti dvigrandziai oligonukleotidai.
Atliekamas DH5a. E. coli transormacija. UZzaugus kolonijoms atliekamas jy
tikrinimas: Siuo atveju ] PGR reakcijos miSinj dedamas tiesioginis U6
promotoriaus pradmuo (2.1 lentelé). PGR reakcijos méginiai po
amplifikacijos analizuojami 1 — 1.5 % agaroziniame gelyje. Pasirinktas
kolonijas naudojame plazmidinés DNR iSskyrimui.

2.2.1.13.RNR isskyrimas

RNR i zinduoliy Igsteliy i$skirta naudojant RNR skyrimo i§ eukariotiniy
lasteliy rinkinius ,,Quick-RNA™ Miniprep Kit“ (Zymo Research).

RNR i§ naviky ir sveiky audiniy i$skirta ,,mirVANA™PARIS™ Protein
and RNA Isolation System* (Life Technologies).
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2.2.1.14 Kopijinés DNR sintezé nuo RNR

Kopijine DNR sintetinama naudojant ,,ReverstAid RT Kit“ rinkinj
(Thermo Fisher Scientific), pagal gamintojo rekomendacijas.

2.2.2. Baltymy tyrimo metodai
2.2.2.1.Baltymy iSskyrimas

I§ virskinamo trakto organy navikiniy ir sveiky audiniy baltymai i$skirti
naudojant mirVANA™PARIS™ Protein and RNA Isolation System (Life
Technologies) rinkinj. Rinkinys naudotas pagal gamintojo rekomendacijas.

2.2.2.2.Baltymy koncentracijos nustatymas

Balymy koncentracijos tirpaluose nustatomos naudojant Bradford metodu
(Olson ir Markwell, 2007). Kalibracinei kreivei sudaryti paruo$iami zZinomos
BSA koncentracijos (0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,5
mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,7 mg/ml, 0,8 mg/ml, 0,9 mg/ml, 1 mg/ml BSA) tirpalai.
Vietoje BSA | kontroling reakcijg dedamas vanduo. | reakcijg jdedamas 1 ml
Bradford reagento, gerai iSmaiSoma, laikoma 5 min. ir matuojams kiekvieno
méginio §viesos sugertis 595 nm S$viesos ilgio bangoje. IS gauty duomeny
sudaroma sugerties priklausomybe nuo baltymy koncentracijos vaidzuojanti
kalibraciné kreivé. I8matavus atitinkamai paruosto tiriamojo tirpalo sugertj,
pagal sudarytg kalibracing kreive nustatoma baltymy koncentracija.

2.2.2.3.Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje

Baltymy elektroforeze atlieckama denattiracijos salygomis
poliakrilamidiniame gelyje baltymy elektroforezés buferiniame tirpale esant
120 V jtampai. Poliakrilamidinis gelis sudarytas i§ koncentruojancios (4 %
poliakrilamido) ir frakcionuojancios (12 % poliakrilamido) daliy. Méginys
sumaiSomas su 2 x baltymy méginiy dazu, 5 min. denatiiruojamas 100 °C
temperatiiroje ir perneSamas ] poliakrilamidinj gelj. Po elektroforezés,
Western blot imunohibridizacijos metodu atliekama baltymy analizé.
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2.2.2.4.Baltymy analizé Western blot imunohibridizacijos metodu

Po elektroforezés baltymai perneSsami i§ poliakrilamidinio gelio ant
nitroceliuliozinés membranos. Pernesimas vykdomas Saltame baltymy
perne§imo buferiniame tirpale 1 val. leidZiant 2 mA srove 1 cm® membranos
ploto. Po baltymy pernesimo membrana 2 val. blokuojama blokavimo
buferiniu tirpalu kambario temperatiiroje, o po to 16 val. inkubuojama su
pirminiais antikiinais 4 °C temperatiroje (pirminiai antikiinai skiedziami
pagal gamintojo rekomendacijas 1 x TBST buferiniame tirpale). Toliau
membrana praplaunama du kartus po 10 min. 1 x TBST buferiniu tirpalu ir 2
val. inkubuojama su antriniais antikinais kambario temperattiroje (antriniai
antiktinai skiedziami pagal gamintojo rekomendacijas 1 x TBST buferiniame
tirpale). Po to membrana praplaunama du kartus po 10 min. 1 x TBST
buferiniu tirpalu ir naudojant TMB reagenta vykdoma baltymy detekcija.

2.2.3. Eukariotiniy lasteliy kultivavimas ir tyrimo metodai
2.2.3.1.Lasteliy linijy kultivavimas in vitro

A549, CaKi- 1, COLO 205, HeLa, HEK 293A, KATOIIIl, PANK-1,
SU.86.86, T3M4, 786-0, lastelés auginamos DMEM, o HCT116 lastelés
auginamos McCoy‘s 5A mitybinéje terpéje (sterilioje aplinkoje) pridéjus 10
% FBS, 2 mM glutamino ir 100 U penicilino ir 0,1 mg/ml streptomicino
misinio. Normaliomis sglygomis Igsteliy kultiira auginama reikiamos talpos
auginimo induose CO, inkubatoriuje, esant 21 % O,, 5 % CO,, 37 °C
temperattrai ir 95 % drégmei, kol adhezinémis lgstelémis pasidengia apie
80-90 % auginimo indo pavirSiaus ploto. Dalijant Iasteles paSalinama terpe,
lastelés praplaunamos kambario temperatiiros 1 x PBS buferiniu tirpalu,
pridedama tripsino tirpalo ir 5 min. inkubuojama 37 °C temperatiroje.
Lasteléms atsikabinus nuo auginimo indo pagrindo, jos padalinamos
santykiu 1:2—1:5 j naujus indus, pridedama mitybinés terpés ir inkubuojama
CO, inkubatoriuje iki kito dalijimo.

Kultivuojant lgsteles hipoksinémis salygomis, i§ pradziy jos auginamos
normaliomis salygomis (21 % O,), 0 kai pasiekia 80-90 % auginimo indo
pavirSiaus plota, 16 val. idedamos ] hipoksijos kamera, kurioje yra 1 % Os.
Taip lgstelés auginamos 24 h, tada surenkamos ir analizuojamos.

Dirbama steriliomis salygomis vertikalaus srauto laminare, naudojamos
tik sterilios darbo priemonés.
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2.2.3.2.Lasteliy Saldymas ir atSildymas

Nuo lgsteliy kulttiros pasalinama terpé, lastelés praplaunamos kambario
temperatiiros 1 x PBS buferiniu tirpalu, pridedama tripsino tirpalo ir 5 min.
inkubuojama 37 °C temperatiiroje. Nuo auginimo indo pagrindo
atsikabinusios lastelés surenkamos 5 min. centrifuguojant 1000 x g greiciu.
Supernatantas nupilamas, o Iastelés suspenduojamos Saldymo terpéje
(lasteliy koncentracija viename mililitre turi bati 10°-10"), isdalijamos j
Saldymo ampules ir dedamos j specialig dézele, kuri patalpinta | —70 °C
temperatiros S$aldiklj atSgla 1 °C/min. grei¢iu. Ilgai saugoti lastelés
perkeliamos ] skystg azots.

Lasteles atsildant, Saldymo ampulé 1 min. jdedama j 37 °C temperattiros
vandens vonia, atSildoma, ir kaip galima greiCiau lastelés uzséjamos |
reikiamos talpos sterily auginimo indg su paruo$ta mitybine terpe. Auginama
CO, inkubatoriuje esant 5 % CO,, 37 °C temperatiirai ir 95 % drégmei.

2.2.3.3.Lasteliy paruoSimas skai¢iavimui

Lastelés auginamos kol pasiekia norimg konlfuentiSkuma. Nuo Iasteliy
kultiiros pasalinama terpé, lastelés praplaunamos kambario temperatiiros 1 X
PBS buferiniu tirpalu, pridedama tripsino tirpalo ir 5 min. inkubuojama 37
°C temperatiroje. Nuo auginimo indo pagrindo atsikabinusios Iastelés
surenkamos 5 min. centrifuguojant 1000 x g greiciu. Lastelés skai¢iuojamos
“Cedex” aparatu pagal gamintojo rekomendacijas.

2.2.3.4.DNR jterpimas j lasteles transfekcijos metodu

Lasteliy transfekcijai naudojamas jetPRIME (Polyplus) transfekcijos
reagentu. Lasteliy transfekcija atlickama 12 Sulinéliy léksteléje. Vieno
Sulinélio transfekcijai paruoSiamas transfekcijos misSinys: 1 pg DNR
resuspenduojama 75 pl jetPRIME buferio ir 10 s purtoma ir nusukama. |
misinj pridedama 3 pl jetPRIME transfekcijos reagento, vorteksuojama,
nusukama ir 10 min inkubuojama kambario temperattroje. Po inkubacijos
misinys sulasinamas j tus¢ig Sulinélj léksteléje. | Sulinélj uznesama 1 ml
transfekuojamy Igsteliy  suspensijos (80000 1Igste/1 ml). Lastelés
suspenduojamos pilnos sudéties Iasteliy auginimo terpéje. Lastelés
inkubuojamos 37 °C temperatiiroje esant 5 % CO, koncentracijai. Minimalus
inkubavimo laikas — 24 h.
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2.2.3.5.Baltymy raiSkos redagavimas panaudojant CRISPR/Cas9
metoda

Specifiniy geny redagavimui sukonstruoti CRISPR/Cas9-gRNR ir
kontrolinis CRISRP/Cas9 raiskos vektoriai transfekcijos budu jvedami j
HCT 116 lasteles. Po transfekcijos praéjus 48 h, nupilama Igsteliy auginimo
terpé ir uzpilama nauja pilnos sudéties auginimo terpé, kurios sudétyje yra 2
pg/ml puromicino. Lastelés dar 72 h grazinamos | inkubatoriy. Po
inkubacijos lastelés praplaunamos 37 °C temperatiiroje 1 x PBS tirpalu,
surenkamos, skiedziamos standartine pilnos sudéties auginimo terpe ir
iSpilstomos i 96 Sulinéliy lekstele. Kitg dieng 1€kstelé tikrinama ir atrenkami
tik tie Sulinéliai, kuriuose yra i$séta po 1 lastelg. Lastelés auginamos tol, kol
suformuoja kolonijas. Kolonijos dalinamos ir toliau kultivuojamos. I8 atskiry
lasteliy kolonijy paruoSiami baltymy lizatai. Atitinkamy baltymy raiska
tikrinama Western Blot baltymy imunodetekcijos metodu.

2.2.3.6.Lasteliy branduoliy ekstrakty paruoSimas

Lasteliy branduoliy ekstraktai ruo$iami naudojant ,,NE-PER Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagents* (Thermo Fisher Scientific) rinkinj, darbg
atliekant pagal gamintojo rekomendacijas.
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3. REZULTATAI

3.1. Mokslinio darbo apibiidinimas

Pre-iRNR splaisingas yra labai svarbus geny raiskg reguliuojantis
procesas, todél nieko keisto, kad splaisingo pokyciai nustatyti daugelio
jvairiy ligy, ypa¢ onkologiniy, atvejais. Patologinj procesa slopinanciy ir jj
skatinan¢iy iRNR izoformy raiskos balansas yra esminis ligy raidos
aspektas. Rengiant §j darba, sveikuose ir navikiniuose virSkinimo trakto
organy audiniuose bei lgsteliy linijose atliktas splaisingg reguliuojanciy
veiksniy ir su onkologinémis ligomis siejamy iRNR izoformy raiskos
tyrimas. Taip pat tyrinéta, ar (kaip) hipoksiné mikroaplinka lastelése veikia
su onkologinémis ligomis siejamus pre-iRNR splaisingo pokycius. IStyrus
splaisingo veiksniy ir su véziu siejamy iRNR izoformy raiska, atliktas sveiky
ir navikiniy virSkinimo trakto audiniy biopsijos méginiy bei lasteliy linijy
palyginimas. Gauti duomenys leidzia apibidinti splaisingo veiksniy ir su
onkologinémis ligomis siejamy iRNR raiska lasteliy linijose ir suteiké naujy
ziniy apie lasteliy linijy, kaip naviko modelinés sistemos, savybes.
Normaliomis ir hipoksijos salygomis atlikti su onkologinémis ligomis
siejamy iRNR izoformy raiskos tyrimai parodé, kad besikeicianti lasteliy
mikroaplinka yra svarbus pre-iRNR splaisingg kei¢iantis veiksnys. Tyrimo
metu skirtinguose augliy tipuose nustatyta jiems buidinga skirtingy splaisingo
veiksniy raiSka, todél Sie veiksniai gali biiti naudojami kaip potencialiis
véZio Zymenys.

3.2. Splaisingo veiksniy ir su onkologinémis ligomis siejamy
iRNR izoformy raiskos virSkinimo trakto augliuose ir
vezinése lasteliy linijose lyginamoji analizé

Sukaupti eksperimentiniai duomenys liudija, kad splaisingo veiksniy
raiSkos pasikeitimai yra viena i§ priezasCiy, lemianciy su onkologinémis
ligomis siejamy pre-iRNR splaisingo pokyc¢ius (Anczukow ir Krainer, 2016).
Ivairios vézinés lasteliy linijos yra dazniausiai naudojama modeliné sistema,
kurioje atlieckami onkologiniy ligy tyrimai. Deja, vézinése lasteliy linijose
sé¢kmingai atlikti naujy antivéziniy vaisty ir gydymo strategijy bandymai
kituose tyrimy etapuose (pavyzdziui, 3D lasteliy sistemose ar tyrimams
naudojant peles) daZnai nepasitvirtina (Arrowsmith, 2011). Tai leidzia
patvirtinti jzvalgas, kad vézinés lasteliy linijos skiriasi tiek nuo sveiky, tiek
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nuo navikiniy audiniy. Deja, duomeny, kurie leisty tiksliai apibrézti Siuos
skirtumus, kol kas labai triiksta. Todél gyvybiskai svarbu navikiniuose
audiniuose ir dazniausiai naudojamose lasteliy linijose nustatyti tiriamy
baltymy raiskos ar su vézinémis ligomis siejamy iRNR izoformy raiSkos
pokycius. Tik jvertinus, kaip skirtingose sistemose vyksta Sie patologijas
sukeliantys procesai, lIgsteliy modelinése sistemose bus galima sukurti
salygas, maksimaliai atitinkancias augliy mikroaplinka. Tinkamai parinkta
pradiniy tyrimy modeliné sistema yra sékmingy naujy antivéZiniy terapijy
pagrindas.

Literatiiros Saltiniuose teigiama, kad splaisingo veiksniy raiSka augliuose
kinta (Anczukow ir Krainer, 2016). Sioje tiriamojo darbo dalyje lyginama
splaisingo veiksniy U2AF35, U2AF65, SRSF1, SRSF2 ir KHSRP baltymy
raiSka vir§kinimo trakto augliuose ir vézinése lasteliy linijose. Taip pat buvo
tiriama su onkologiniais procesais siejamy Fas ir Racl iRNR izoformy
raika. Sie genai pasirinkti dél specifiniy navikams biidingy splaisingo metu
susidaranc¢iy iRNR izoformy, nuo kuriy sintetinami baltymai didina
navikiniy lgsteliy atsparuma apoptozei, citoskeleto persitvarkymus,
migracijg ir proliferacijg.

3.2.1. Splaisingo veiksniy raiSka navikiniuose gaubtinés
zarnos, skrandzio ir kasos audiniuose

Tyrimo tikslams pasiekti buvo iSanalizuoti 29 sveiky asmeny ir 40
onkologinémis ligomis serganciy pacienty biopsijos audiniy pavyzdziai (7
lentelé). Western blot (WB) baltymy hibridizacijos metodu iStyrus gautus
méginius nustatyta pasirinkty splaisingo veiksniy baltymy raiska sveikuose
ir navikiniuose audiniuose (8 lentelé).

Iki 1,6+0,1 ir 1,4+0,2 karto sumazéjusi splaisingo veiksnio SRSF1 raiska,
lyginant su sveikais audiniais, nustatyta skrandzio ir gaubtinés Zarnos naviky
audiniuose. O kasos naviky audiniuose nustatyta gerokai, net iki 13,5+0,3
karto, sumazéjusi $io splaisingo veiksnio raiska. Kasos ir gaubtinés zarnos
navikiniuose audiniuose, lyginant su sveikais audiniais, nustatyta
atitinkamail,4+0,4 ir 1,3+0,2 karto mazesné splaisingo veiksnio KHSRP
baltymo raiska. Iki 1,4+0,4 karto sumazéjo KHSRP baltymo raiska ir gerokai
(iki 7 karty) padidéjo SRSF2 baltymo raiSka skrandzio naviky audiniuose.
Kasos ir gaubtinés Zarnos navikiniuose audiniuose splaisingo veiksnio
SRSF2 raiskos pokytis nenustatytas.
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7 lentelé. Lyginamojoje analizéje naudoti audiniai

Organas Sveikas Navikinis
Kasa 8 12
Skrandis 15 14
Gaubtiné Zarna 6 14
IS viso: 29 40

8 lentelé. Splaisingo veiksniy rai$ka sveikuose ir navikiniuose kepeny, gaubtinés zarnos ir
kasos audiniuose

Organas Splaisingo veiksniai

SFRS2 SFRS1 U2AF35 U2AF65 KHSRP
Kasa -1,1+0,4 -13,5¢0,3 -3,6%0,3 +2,140,3  -1,4+0,4
Gaubtiné farna  -1,1+0,3 -1,4+0,2 -3,2+0,1 -1,3+0,4 -1,3+0,2
Skrandis —7,0£0,3 -1,6+0,1 +2,3+0,5  -1,9+0,3 -1,4404

Sumazéjusi (—) arba padidéjusi (+) splaisingo veiksniy raiska, kai sveikuose audiniuose to
paties splaisingo veiksnio raiska prilyginama 1.

Darbe taip pat analizuota splaisingo veiksnj U2AF sudaranciy subvienety
U2AF65 bei U2AF35 raiska — tarpusavyje palyginta Siy baltymy raiska
sveiky ir navikiniy audiniy biopsijos méginiuose. Paaiskéjo, kad skirtingy
virskinimo ~ trakto  organy naviky audiniuose @ U2AF  veiksnj
sudaranciysubvienety raiska skiriasi. Kasos naviky audiniuose nustatyta 2
kartus didesné (2,1+0,3) 65 kDa subvieneto raiSska. Skrandzio naviky
méginiuose Sio splaisingo veiksnio raiska buvo sumazgjusi beveik 2 kartus
(1,9+0,3). Gaubtinés zarnos naviky audiniuose splaisingo veiksnio U2A65
baltymo raiska sumazéjo iki 1,3+0,4 karto. 3 kartus mazesné splaisingo
veiksnio U2AF35 baltymo raiska nustatyta kasos ir gaubtinés Zarnos augliy
méginiuose. Tki 2,3+0,5 karto padidéjusi Sio subvieneto raiSka nustatyta
skrandzio naviky méginiuose.

Siame tiriamojo darbo etape gauti duomenys leidzia patvirtinti, kad
splaisingo procesg lastelése reguliuojanciy veiksniy raiSka skirtinguose
sveikuose ir navikiniuose audiniuose skiriasi.

3.2.2. Splaisingo veiksniy raiska vir§kinimo trakto ir inksty
lasteliy linijjose

Kitame virskinimo trakto augliy ir lasteliy linijy lyginamosios analizés
etape buvo tiriamos jvairios virSkinimo trakto (gaubtinés Zarnos, skrandzio,
kasos) ir inksty lasteliy linijos. Western blot baltymy hibridizacijos metodu
buvo analizuojami paruosti lasteliy lizatai. Juose tirta U2AF35, U2AF65,
SRSF1, SRSF2 ir KHSRP baltymy rai$ka. Anks¢iau atlikto tyrimo metu
buvo nustatyta, kad splaisingo veiksniy raiSka skirtingo tipo naviky
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audiniuose kinta. Kilo klausimas, ar tokie patys splaisingo veiksniy raiskos
poky¢iai budingi ir vézinéms lasteliy linijoms. Taip pat buvo siekiama
i8siaiSkinti, kokia splaisingo veiksniy raiska vyrauja i§ to paties organo
kilusiose skirtingose lasteliy linijose. Norint iSsamiai atsakyti j Siuos
klausimus, tyrimams pasirinktos trys kasos karcinomos (PANC-1, SU.86.86
ir T3M4), dvi inksty adenokarcinomos (Caki-1 ir 786-0), skrandzio
karcinomos KATO III ir gaubtinés zarnos karcinomos HCT116 lastelés.
Palyginimui kaip nevéziné lasteliy linija buvo pasirinktos Zmogaus
embrioninés inksty HEK 293A lastelés. Tiriant i§ skirtingy lasteliy linijy
paruo$tus lizatus, nustatyti splaisingo veiksniy raiSkos svyravimai (9
lentelé).

Tyrimo metu nustatyta, kad, palyginti su kontroline HEK 293A lasteliy
linija, splaisingo veiksnio U2AF atskiry subvienety raiSka skirtingose
lasteliy linijjose sumazéjo ne daugiau nei 2 kartus. Maziausi splaisingo
veiksnio U2AF65 raiskos pokyciai nustatyti KATO III ir HCT116 lastelése —
jose Sio splaisingo veiksnio raiSka sumazéjo atitinkamai 1,2+0,1 ir 1,3+0,1
karto. Kitose tirtose lgsteliy linijose taip pat nustatyta sumazéjusi splaisingo
veiksnio U2AF65 raiSka. Inksty Caki-1 ir 786-O lastelése splaisingo
veiksnio U2AF65 raiSka sumazéjo atitinkamai 1,6+0,1 ir 1,6£0,2 karto.
Splaisingo veiksnio U2AF65 baltymo raiska kasos T3M4 lgstelése sumazéjo
1,4+0,0 karto, SU.86.86 — 1,5+0,1 karto ir PANC-1 — daugiausia, 1,7£0,0
karto. Splaisingo veiksnio U2AF35 baltymo raiSka kasos karcinomos
SU.86.86 ir T3M4 lasteliy linijose kito maziausiai — sumazéjo atitinkamai
1,2+0,1 ir 1,3+0,1 karto. Visose kitose tirtose Igsteliy linijose nustatyta 1,4—
1,8 karto sumaz¢jusi splaisingo veiksnio U2AF35 raiska. Nors kasos ir
skrandzio véziniuose audiniuose nustatyta padidéjusi atskiry splaisingo
veiksnj U2AF sudaranciy subvienety raiska, taciau ji nebuvo padidéjusi né
vienoje kasos ir skrandzio lasteliy linijoje. Gauti rezultatai rodo, kad

9 lentelé. Splaisingo veiksniy raiska vézinése lgsteliy linijose

Organas Lasteliy Splaisingo veiksniai
linija SFRS2 SFRS1 U2AF35  U2AF65 KHSRP
Kasa PANC-1 -2,1+0,1 -14+01 -15+0,0 -1,7¢00 -1,5%0,3
SU.86.86 -1,7¢0,1 -1,7%03 -12+0,1 -15%0,1 -1,4#0,1
T3M4 -1,6+0,0 -18+0,2 -1.3+0,1 -1,4+00 -150,1
Inkstai CaKi-1 -15+0,2 -1,1+0,2 -1,7¢0,2 -1,6¢0,1 -1,4+01
786-O -1,3+0,1 -1,3+0,3 -1,8¢00 -1,6¢0,2 -1,3#0,1
Gaubtiné HCT116 -2,6¢0,0 -15+0,2 -1,4+00 -1,3+0,1 -1,4+01
Zarna
Skrandis KATO Il -1,4+0,3 -12+0,1 -1,6x0,0 -1,2+0,1 -1,1+0,3

Sumazéjusi (—) arba padidéjusi (+) splaisingo veiksniy raiska, kai HEK 293 A lastelése to
paties splaisingo veiksnio raiska prilyginama 1.
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splaisingo veiksniy U2AF65 ir U2AF35 raiska navikiniuose audiniuose ir i$
naviky kilusiose lasteliy linijose yra skirtinga

Atliekant KHSRP baltymo raiskos analizg, KATO III Iastelése jokiy
poky¢iy nenustatyta. Kitose tirtose lasteliy linijose jo raiska buvo sumazéjusi
1,3-1,5 karto. Siuo atveju lasteliy linijose nustatyti KHSRP baltymo raiskos
pokyciai atitinka véziniy audiniy tyrimo rezultatus.

Visose minétose lasteliy linijose istirta ir SR baltymy SRSF1 bei SRSF2
raiSka. Lyginant Siy splaisingo veiksniy raiskg su inksty embrioninése
kamieninése HEK 293A lastelése nustatyta ty paciy splaisingo veiksniy
raiSka, visose tirtose lasteliy linijose nustatytas SRSF2 baltymo raiskos
sumazéjimas. Iki 1,3+0,1 karto SRSF2 raiska sumazéjo 786-O lastelése, o
daugiausia — net 2,6+0,1 karto — sumazéjo gaubtinés zarnos HCT116 Iasteliy
linijoje. Kitose tirtose Iasteliy linijjose SRSF2 baltymo raiskos sumazéjimas
svyravo nuo 1,4 iki 2,1 karto. Splaisingo veiksnio SRSF1 raiska, palyginti su
kontrolinémis HEK 293A lastelémis, nesikeité¢ Caki-1 lasteliy linijoje.
KATO Il ir 789-O lasteliy linijose $io SRSF1 baltymo raiska sumazéjo
atitinkamai 1,2+0,1 ir 1,3+0,3 karto. Visose Kitose tirtose lasteliy linijose
nustatytas nuo 1,4 iki 1,8 karto svyruojantis splaisingo veiksnio SRSF1
baltymo raiskos sumazéjimas. Nors visose tirtose lgsteliy linijose splaisingo
veiksniy SRSF1 ir SRSF2 raiSka mazéjo, taciau ne tiek daug kaip kasos ir
skrandzio véziniuose audiniuose. Tyrimo duomenys rodo, kad splaisingo
veiksniy SRSF1 ir SRSF2 raiska naviky audiniuose ir vézinése lasteliy
linijose yra skirtinga.

Analizuojant i$ skirtingy organy naviky kilusias lasteliy linijas labiausiai
pasikeité splaisingo veiksnio SRSF2 raiska: HCT116 ir PANK-1 Igstelése,
palyginti su kontroline HEK 293A linija, ji sumazéjo daugiau nei 2 kartus.
Splaisingo veiksnj U2AF sudaranc¢iy 65 kDa ir 35 kDa subvienety raiskos
analizé¢ parodé, kad Siy baltymy raiSka tirtose lasteliy linijjose mazéja:
U2AF65 atveju — iki 1,7, o U2AF35 atveju— iki 1,8 karto. Splaisingo
veiksniy raiSkos pokyciai nenustatyti tarpusavyje lyginant karcinomos
(PANK-1, CaKi-1, 786-0) ir naviko metastaziy (SU.86.86, T3M4,
KATO III) lasteliy linijas.

Tyrimas parod¢, kad analizuoti pasirinkty splaisingo veiksniy raiskos
poky¢iai i§ organy naviky iSvestose lgsteliy linijose neatitinka naviky
audiniuose nustatytos ty paciy splaisingo veiksniy raiskos.
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3.2.3. Su onkologinémis ligomis siejamy Fas ir Racl IRNR
izoformy raiska navikiniuose gaubtinés zarnos, skrandzio
ir kasos audiniuose

Naviky Iastelése atlikus RNR raiSskos tyrimus, nustatyta daugybé
alternatyviojo splaisingo pakitimy, kurie lemia specifiniy, su onkologinémis
ligomis siejamy iRNR izoformy raiska (Wang ir Lee, 2018). DazZniausiai
pakitusi splaisingo veiksniy raiska ar aktyvumas lemia su vézine lasteliy
transformacija susijusius pre-iRNR splaisingo poky¢ius (Coltri, Dos Santos
et al., 2019). Siame darbe atlikta tam tikry splaisingo veiksniy raiskos
navikiniuose audiniuose lyginamoji analizé atskleidé splaisingo veiksniy
raiSkos pokycius ir aiskiai parodé, kad Siy splaisingo veiksniy raiska
skirtingy organy navikuose skiriasi. Kilo klausimas: ar splaisingo veiksniy
raiSkos pokyciai navikiniuose audiniuose lemia su onkologinémis ligomis
siejamy Fas ir Racl iRNR izoformy raiska? Fas ir Racl genai eksperimentui
pasirinkti dél specifiniy navikams budingy alternatyviojo splaisingo metu
susidaranciy sFas bei Raclb iRNR, nuo kuriy sintetinami baltymai didina
navikiniy lasteliy atsparuma apoptozei, citoskeleto persitvarkymus,
migracijg ir proliferacija (lzquierdo, Majos et al., 2005, De, Aske et al.,
2019). Darbe navikiniuose gaubtinés Zarnos, skrandzio ir kasos audiniuose
analizuota nuo protoonkogeny Fas ir Racl iRNR susidaran¢iy izoformy
raiska (10 ir 11 lentelés). IS augliy biopsijos méginiy i$skirta RNR panaudota
cDNR sintezei. Fas ir Racl iRNR izoformy raiSka analizuota PGR metodu
kiekvienai individualiai iRNR izoformai panaudojus specifines pradmeny
poras.

Atliekant tyrimg, kasos naviky audiniuose nustatyta 1,5 karto didesné
sFas iRNR raiSka nei sveikuose kasos audiniuose (sFas/Fas: sveikuose
audinivose 0,2/0,8; naviky audiniuose 0,3/0,7). Tuose paciuose augliy
meéginiuose Racl ir Raclb izoformy raiska liko nepakitusi (Raclb/Rac:
sveikuose audiniuose 0,2/0,8; naviky audiniuose 0,2/0,8). Skrandzio naviky
audiniuose, lyginant su sveikais audiniais, sFas iRNR raiskos poky¢iy
nenustatyta (sFas/Fas: sveikuose audiniuose 0,25/0,75; naviky audiniuose
0,3/0,7), taciau nustatytas didesnis — 2 kartus siekiantis — Raclb iRNR
izoformos raiskos padidéjimas (Raclb/Racl: sveikuose audiniuose 0,1/0,9;
naviky audiniuose 0,2/0,8). Gaubtinés Zarnos naviky audiniuose, lyginant su
sveikais audiniais, nustatyta 3 kartus didesné sFas iRNR izoformos
(sFas/Fas: sveikuose audiniuose 0,1/0,9; naviky audiniuose 0,3/0,7) ir 2
kartus didesné Raclb iRNR izoformos (Raclb/Racl: sveikuose audiniuose
0,1/0,9; naviky audiniuose 0,2/0,8) raiska.
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10 lentelé. Fas iRNR izoformy raiSka sveikuose ir navikiniuose kasos, storosios zarnos ir
skrandzio audiniuose

Genas
Organas - Fas -
Fas iRNR sFas iRNR
Sveikas Navikinis Sveikas Navikinis
Kasa 0,8+0,04 0,7£0,03 0,2+0,04 0,3+0,03
Gaubtiné Zarna 0,9+0,07 0,7+0,06 0,1+0,07 0,3+0,06
Skrandis 0,7+0,04 0,7+0,03 0,3+0,04 0,3+0,03

Skaiéiuojant abiejy iRNR izoformy (Fas ir sFas) raiska prilyginama 1.

11 lentelé. Racl iRNR izoformy raiSka sveikuose ir navikiniuose kasos, storosios zarnos
ir skrandzio audiniuose

Genas
Organas - Racl -
Racl iRNR Raclb iRNR
Sveikas Navikinis Sveikas Navikinis
Kasa 0,8+0,08 0,8+0,04 0,2+0,08 0,2+0,04
Gaubtiné Zarna 0,9+0,03 0,8+0,06 0,1+0,03 0,2+0,06
Skrandis 0,9+0,05 0,8+0,05 0,1+0,05 0,2+0,04

Skaiciuojant abiejy iRNR izoformy (Racl ir Rac1b) raiska prilyginama 1.

Visuose tirty naviky audiniuose, lyginant su sveikais audiniais, nustatytas
padidéjes su onkologinémis ligomis siejamy sFas ir Raclb iRNR izoformy
susidarymas. ISimtis Siuo atveju yra Raclb ir Racl iRNR izoformy raiska
kasos bei sFas ir Fas iRNR izoformy raiska skrandzio navikuose, kuriuose,
palyginti su sveikais audiniais, izoformy raiskos santykis nesikei¢ia. Sio
tyrimo metu didZiausias su onkologinémis ligomis siejamy iRNR izoformy
raiSkos santykio pokytis nustatytas gaubtinés zarnos naviky audiniuose.

3.2.4. Su onkologinémis ligomis siejamy Fas ir Racl iIRNR
izoformy raiska virskinimo trakto ir inksty Iasteliy
linijose

Lasteliy linijos, kaip modeliné sistema, daznai naudojamos jvairiy
onkologiniy procesy tyrimams, pavyzdziui, su onkologinémis ligomis
siejamy baltymy ar iRNR izoformy analizei. Siame darbe atlikti tyrimai
parodé¢, kad splaisingo veiksniy raiSka augliuose ir i$ jy kilusiose lasteliy
linijose skiriasi. Siame darby etape buvo tiriama, kokia Fas ir Racl iRNR
sintezé biidinga lasteliy linijose. Taip pat nebuvo zinoma, kokia Fas ir Racl
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iRNR izoformy raiska budinga i§ to paties organo kilusiose skirtingose
vézinése lasteliy linijose.

Norint skirtingose lasteliy linijose nustatyti Fas ir Racl iRNR raiska,
tyrimams panaudota i§ skirtingy lasteliy linijy iSskirta visuminé RNR. RT-
PGR reakcijai buvo panaudoti Racl ir Raclb bei Fas ir sFas iRNR
specifiniai pradmenys. Gauti rezultatai atskleidé vézinéms lasteliy linijoms
budingg Fas ir Racl iRNR izoformy raiska (12 lentelés).

12 lentelé. Fas ir Racl iRNR izoformy raiska virskinimo trakto ir inksty véZinése Igsteliy
linijose

Genas
Lasteliy linija Fas Racl
Organas Fas sFas Racl Raclb
iRNR iRNR iRNR iRNR

PANC-1 0,9+0,08 0,1+0,08 0,8+0,07 0,2+0,07
Kasa SU8686 0,9+0,10 0,1+0,10 0,9+0,04 0,1+0,04

T3M4 0,9+0,08 0,1+0,08 0,9+0,05 0,1+0,05

Capan-1 0,8+0,08 0,2+0,08 0,9+0,02 0,1+0,02
Embriono HEK 293A  0,7+0,08 0,3+0,08 0,8+0,02 0,2+0,02
inkstai
Inkstai 786-9 0,6+0,06 0,4+0,06 0,9+0,02 0,1+0,02

CaKi-1 0,8+0,08 0,2+0,08 0,9+0,01 0,1+0,01
Skrandis KATO Il 0,8+0,05 0,2+0,05 0,9+0,03 0,1+0,03
Gaubtiné HCT116 0,7+0,05 0,3+0,05 0,9+0,03 0,1+0,03
Zarna

Skaiciuojant abiejy iRNR izoformy (Fas ir sFas, Racl ir Raclb) raiska prilyginama 1.

Tyrimo metu maziausia (sFas/Fas: 0,1/0,9) sFas iRNR izoformos raiska
nustatyta kasos PANK-1, SU.86.86 ir T3M4 lasteliy linijose. Siuo atveju i3
visy véziniy kasos lgsteliy linijy labiausiai i$siskyré Capan-1 lgsteliy linija,
kurioje nustatyta kiek didesné (sFas/Fas: 0,2/0,8) sFas iRNR raiska.
Didziausi sFas iRNR izoformos rai$kos poky¢iai nustatyti 786-O ir HCT116
lasteliy linijose (atitinkamai sFas/Fas: 0,4/0,6, sFas/Fas: 0,3/0,7). HEK 293A
lastelése, kurios Siame darbe analizuotos kaip nevézinés kilmés kontroliné
lasteliy linija, nustatytas 30 % sFas iRNR izoformos raiskos padidéjimas
(sFas/Fas: 0,3/0,7).

Atlikus Racl iRNR izoformy raiSkos lgsteliy linijose analize¢ paaiSkéjo,
kad didZiausia Raclb iRNR izoformos raiS§ka buvo PANK-1 ir HEK 293A
lastelése (Raclb/Racl: 0,2/0,8). Kitose lasteliy linijose nustatyta 10 %
nevirsijanti Rac1b iRNR izoformos raiska (Raclb/Racl: 0,1/0,9).

Apibendrinant gautus rezultatus, galima drasiai teigti, kad monosluoksiu
kultivuotose vézinése lgsteliy linijose ir augliuose su onkologinémis ligomis
sicjamy sFas/Fas ir Raclb/Racl iRNR izoformy raiskos santykis yra
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skirtingas. Vézinése lasteliy linijose nustatyta su onkologinémis ligomis
sigjamy Fas ir Racl iRNR raiSka yra panaSesné | sveiky audiniy, o ne |
véziniuose audiniuose nustatyta iRNR raisSkg. ISimtis yra tik gaubtinés
zarnos karcinomos HCT116 lagsteliy linija, kurioje nustatyta sFas iRNR
raiSka atitinka gaubtinés Zarnos naviky audiniuose gautus rezultatus. Taip
pat Sis tyrimas parodé, kad analizuoty sFas ir Raclb iRNR izoformy raiska
HEK 293A Iastelése labiau primena ne sveikuose, o navikiniuose audiniuose
nustatytg ty paciy iRNR raiska.

3.3. Hipoksija keicia Fas pre-mRNA alternatyvyjj splaisingg

Hipoksija yra daugelio augliy mikroaplinkos dalis (Evans ir Koch, 2003).
Literatdiros $altiniuose teigiama, kad hipoksiniai augliai sunkiai pasiduoda
radioterapiniam bei chemoterapiniam gydymui (Brown, 1999). Pre-iRNR
splaisingo pokyc¢iai yra vienas mechanizmy, dél kurio vézinés lastelés
prisitaiko prie hipoksinés mikroaplinkos. Pavyzdziui, zmogaus krities
vézinése lgsteliy linijose atliekant RNR sekoskaitos tyrimus nustatyti net
3689 hipoksijos indukuojami alternatyviojo splaisingo atvejai (Han, Li et al.,
2017). Sis ir kiti panasis tyrimai rodo, kad hipoksiniam aplinkos poveikiui
jautrus pre-iRNR splaisingo mechanizmas lgstelése veikia kaip svarbus $iy
lasteliy i8gyvenamumg skatinantis veiksnys (Bowler, Porazinski et al.,
2018).

Darbe atlikti tyrimai parodé, kad normaliomis aplinkos salygomis
augintose Igsteliy linijose nustatyta alternatyviojo splaisingo metu nuo pre-
iRNR susidaranciy Fas ir Racl iRNR izoformy raiska neatitinka Siy geny
raiSkos, nustatytos augliy audiniy méginiuose. Atliekant anksciau apraSytus
tyrimus nebuvo jvertintas galimas hipoksijos, kaip auglio mikroaplinkos,
poveikis. ISkelta hipotezé, jog minéti neatitikimai tarp naviky ir véZiniy
lasteliy linijy nustatyti todél, kad Iasteliy linijose nebuvo augliams biidingos
hipoksinés mikroaplinkos. Siekiant patikrinti iSsikelta hipotezg, Siame
eksperimentinio tyrimo etape buvo analizuojamas hipoksijos poveikis su
onkologinémis ligomis siejamy Fas ir Racl geny alternatyviojo pre-iRNR
splaisingo procesui.
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3.3.1. Hipoksija HCT116 lastelése inicijuoja Fas pre-IRNR
alternatyviojo splaisingo poky¢ius

Pakitus Fas pre-iRNR splaisingui, nuo susidariusios sFas iRNR
sintetinamas tirpus sFas baltymas naviko lasteléms neperduoda apoptozinio
signalo ir lastelés iSgyvena. Literatiiros Saltiniuose nurodoma, kad hipoksiné
mikroaplinka lgstelése inicijuoja ne tik geny raiskos, bet ir pre-iRNR
splaisingo poky¢ius (Kanopka, 2017). Kilo klausimas: ar hipoksija, kaip
lasteliy aplinkos veiksnys, gali keisti su onkologinémis ligomis siejamy
iRNR izoformy raiska? Kadangi padidéjusi tirpaus sFas baltymo raiska
nustatyta gaubtinés zarnos karcinoma serganciy pacienty kraujo serumuose
(Midis, Shen et al., 1996), Fas pre-iRNR alternatyviojo splaisingo metu
susidaranc¢iy Fas ir sFas baltymus koduojanciy iRNR izoformy tyrimams
atlikti buvo pasirinkta gaubtinés zarnos HCTI116 Iasteliy linija. I8
normaliomis deguonies ir hipoksijos salygomis auginty lasteliy iSskirta RNR
panaudota RT-PGR analizei. 1§ ty paciy lasteliy paruosti lasteliy lizatai
analizuoti Western blot hibridizacijos metodu. HIF-1o baltymas §iuo atveju
naudojamas kaip hipoksiniy aplinkos salygy zymuo. Normaliomis deguonies
saglygomis augintose lgstelése nustatyta didesné Fas ir mazesné sFas iRNR
izoformy raiska (16 pav., A ir B, 1 takelis). Hipoksinémis aplinkos saglygomis
augintose lastelése uzfiksuoti alternatyviojo splaisingo metu susidaranciy
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16 pav. Nuo hipoksijos priklausomas Fas pre-iRNR alternatyvusis splaisingas HCT116
lastelése. A — normaliomis (21 % O2) (N) ir hipoksinémis (1 % O2) (H) aplinkos salygomis
augintose HCT116 lastelése susidaranciy Fas ir sFas iRNR izoformy ir bendra (Fas+sFas)
iRNR raiska. HIF-1a naudojamas kaip hipoksinés aplinkos salygas parodantis zymuo, f-
aktinas naudojamas kaip baltymy kiekio kontrolinis méginys. B — Fas ir sFas iRNR izoformy
rai§kos pokytis (%) normaliomis deguonies (Nr. 1) ir hipoksijos (Nr. 2) salygomis augintose
HCT116 lastelése. Skirtingy iRNR izoformy raiskos diagramos sudarytos naudojant 5
nepriklausomy eksperimenty duomenis, *p < 0,05

75



Fas iRNR izoformy santykio pasikeitimai. Siuo atveju nustatyta didesné sFas
ir maZesné Fas iRNR izoformos raiska (16 pav., A ir B, 2 takelis).

Sis tyrimas labai aigkiai parodé, kad hipoksija yra tas veiksnys, kuris
HCT116 lastelése keicia Fas pre-iRNR alternatyvyjj splaisingg ir didina sFas
iRNR izoformos raiska.

3.3.2. Hipoksija skirtingose Igsteliy linijose keicia Fas pre-
iRNR alternatyvyjj splaisinga

Skirtingose lasteliy linijose atlikti alternatyviy Fas iRNR izoformy
raiSkos tyrimai parodé, kad skirtingose lasteliy linijose $iy iRNR izoformy
raiSka skiriasi. Normaliomis deguonies ir hipoksijos salygomis augintoje
HCT116 lasteliy linijoje nustatyti Fas pre-iRNR alternatyviojo splaisingo
metu susidaranciy izoformy pokyciai priverté susimastyti: ar Sie hipoksijos
inicijuoti alternatyviojo splaisingo pasikeitimai biidingi ir kitoms lasteliy
linijjoms? O gal dél hipoksijos sFas iRNR izoformos raiska padidéja ir Fas
iRNR izoformos raiska sumazéja tik HCT116 lastelése?

Norint atsakyti j Siuos klausimus, eksperimentui Igsteliy linijos
pasirinktos taip, kad kiekviena jy biity kilusi i§ skirtingo organo naviko
lasteliy. Buvo naudojamos gaubtinés Zarnos (COLO 205), skrandzio (KATO
IIT), inksty (Caki-1), kasos (T3M4), plauciy (A549) adenokarcinomos,
embrioninés inksty (HEK 293A) ir gimdos kaklelio vézio (HeLa) lasteliy
linijjos. Normaliomis deguonies ir hipoksijos salygomis augintose lasteliy
linijjose RT-PGR metodu nustatyti alternatyviy Fas iRNR izoformy raiskos
poky¢iai. AiSkus sFas iRNR izoformos raiSkos padidéjimas, lyginant su
normaliomis deguonies sglygomis augintomis lastelémis, nustatytas
hipoksijos salygomis augintose HEK 293A, T3M4, HeLa ir A549 lasteliy
linijose (17 pav., A, 1, 2 ir 9-16 takeliai).

Kitose lasteliy linijose bendros Fas iRNR izoformy raiskos pasirinktu
tyrimo metodu dél nepakankamo tyrimo jautrumo tinkamai istirti nepavyko.
Tikslesnei Fas iRNR izoformy raiskos analizei buvo pasirinktas papildomas
kiekybinis realiojo laiko PGR (RT-qPGR) metodas. Atskiry Fas iRNR
izoformy nustatymui buvo sukonstruotos kiekvieng izoforma individualiai
amplifikuojanc¢ios pradmeny poros (3 lentelé). RT-qgPGR tyrimo metodas
leido patvirtinti anksCiau gautus rezultatus ir parodé, kad visose tirtose
lasteliy linijose, augintose hipoksinémis aplinkos salygomis, sFas iRNR
izoformos raiska padidéjo (17 pav., B). Zymus sFas iRNR raiskos
padidéjimas nustatytas HCT116 (3 kartus), T3M4 (7,7 karto), HeLa (3,6
karto) ir A549 (4,4 karto) lastelése (17 pav., B, 2, 12, 14 ir 16 stulpeliai).
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17 pav. Hipoksija jvairiose lasteliy linijose kei¢ia Fas pre-iRNR alternatyvyjj splaisingg.
A — normaliomis (N) ir hipoksinémis (1 % O;) (H) aplinkos salygomis augintose skirtingose
lasteliy linijose nustatyta alternatyviai susidaranéiy Fas ir sFas iRNR izoformy raiska. 18S
RNR naudojama kaip kontrolinis méginys. B — Fas ir sFas iRNR izoformy raiskos tyrimas
RT-gPGR metodu. Nr. 1 — kontrolinis méginys — normaliomis deguonies saglygomis augintose
lasteliy linijose nustatyta alternatyviai susidaranc¢iy Fas iRNR izoformy raiska, prilyginta 1.
Skirtingy iRNR izoformy raiSkos diagramos sudarytos naudojant 5 nepriklausomy
eksperimenty duomenis, *p < 0,05

3.3.1. Alternatyvios Raclb iRNR izoformos susidarymas nuo
hipoksijos nepriklauso

Pirmoje darbo dalyje, skirtingose virSkinimo trakto vézinése lasteliy
linijose atliekant Racl geno alternatyviai susidaran¢iy iRNR raiskos analize,
jokiy iRNR raiskos pokyciy uzfiksuoti nepavyko. Buvo iskelta hipotezé, kad
Racl pre-iRNR alternatyvyjj splaisinga gali veikti hipoksiné auglio
mikroaplinka, todél normaliomis deguonies salygomis augintose lgsteliy
linijjose su véziu siejamos Raclb iRNR izoformos raiSkos padidé¢jimas
nebuvo nustatytas. Norint patikrinti $ig hipoteze, lastelés buvo auginamos
normaliomis deguonies ir hipoksijos sglygomis. Siam eksperimentui
pasirinktos tos lgsteliy linijos, kuriose nustatytas didziausias nuo hipoksijos
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priklausomas Fas iRNR izoformy raiSkos pokytis, t.y. HCT116, Hela,
A549 ir T3M4 lasteliy linijjos. RT-PGR metodu atliktas Racl iRNR
izoformy raiskos tyrimas parod¢, kad tiek normaliomis deguonies, tiek
hipoksijos salygomis augintose lastelése Racl iRNR izoformy raiska licka
nepakitusi (18 pav.). Sis tyrimas parodé, kad Racl pre-iRNR alternatyvusis
splaisingas nuo hipoksijos nepriklauso.
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18 pav. Hipoksija nereguliuoja Racl pre-iRNR alternatyviojo splaisingo. A —
normaliomis (21 % O,) (N) ir hipoksijos (1 % O,) (H) salygomis augintose skirtingose
lasteliy linijose susidaranciy Racl ir Raclb iRNR izoformy raiska, %. 18S RNR naudojama
kaip kontrolinis PGR méginys. B — alternatyviai susidaran¢iy Racl ir Raclb iRNR izoformy
raiska, kai bendra Racl pre-iRNR raiska prilyginta 100 %. Skirtingy iRNR izoformy raiskos
diagramos sudarytos naudojant 3 nepriklausomy eksperimenty duomenis, *p < 0,05
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3.3.1. Hipoksija jvairiose lgsteliy linijose reguliuoja Fas
baltymo kiekj

Hipoksija tirtose lasteliy linijose skatina sFas ir mazina Fas iRNR
susidaryma. Taciau néra aiSku, ar Sie alternatyviojo splaisingo pasikeitimai
sukelia nuo S$iy iRNR sintetinamy baltymy kiekio pasikeitimus. Nuo
trumpesnés sFas iRNR izoformos sintetinamas transmembraninio saveikos
domeno neturintis baltymas pernesamas j tarplasteling terpg. Nuo viso ilgio
Fas iIRNR sintetinamas membraninis Fas baltymas, kuris nustatomas tiriant
paruostus lasteliy lizatus. Dél Sios priezasties nutarta tikrinti, kaip lastelése
kinta membraninio Fas baltymo kiekiai. Tyrimams naudotos ankséiau
pasirinktos HCT116, HeLa, A549 ir T3M4 lasteliy linijos. Norint jvertinti, ar
hipoksijos inicijuoti Fas pre-iRNR alternatyviojo splaisingo pokyc¢iai
lastelése lemia viso ilgio Fas baltymo kiekio svyravimus, pasirinktos Igstelés
augintos normaliomis arba hipoksijos salygomis. I§ §iy lasteliy paruosti
lizatai buvo analizuojami Western blot imunohibridizacijos metodu (19
pav.). I$analizavus gautus duomenis paaiSkéjo, kad visose tirtose hipoksijos
salygomis augintose lasteliy linijose, palyginti su normaliomis salygomis
augintomis lgstelémis, viso ilgio Fas receptoriaus baltymo raiska sumazéjo.
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19 pav. Hipoksija tirtose lasteliy linijose keic¢ia Fas baltymo raiska. A — i§ normaliomis
(21 % O,) (N) ir hipoksinémis (1 % O,) (H) aplinkos salygomis auginty skirtingy lasteliy
paruosti lizatai analizuojami Western blot imunohibridizacijos metodu. -aktinas naudojamas
kaip méginiy baltymy kiekio kontrolinis méginys. B — Fas baltymo raiSkos pokyciai
normaliomis ir hipoksijos salygomis augintose skirtingose lasteliy linijose. Grafikuose
pateikta Fas baltymo raiSkos diagrama. Normaliomis aplinkos salygomis nustatyta Fas
baltymo raiska prilyginama 1 (1 stulpelis, kontrolinis méginys). 2, 3, 4 ir 5 stulpeliai rodo Fas
baltymo kiekio poky¢ius hipoksijos salygomis augintose lastelése, lyginant su normaliomis
deguonies salygomis augintomis lastelémis (kontrolinis méginys). Skai¢iavimams naudoti 3
nepriklausomy eksperimenty duomenys, ***p < 0,005; **p < 0,01; *p < 0,05
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Sie rezultatai koreliuoja su Fas iRNR izoformy raiskos tyrimo
duomenimis, kurie rodo, kad hipoksija lastelése mazina Fas iRNR raiska ir
skatina sFas iRNR izoformos susidaryma (16 pav. ir 17 pav.).

3.3.2. Splaisingo veiksniy SPF45 ir hnRNP Al raiska nuo
hipoksijos nepriklauso

Literatiroje aprasyti jvairls splaisingo veiksniai (SPF45, hnRNP Al,
PTB, TIA-1, HuR), kurie normaliomis aplinkos salygomis augintose
lastelése reguliuoja Fas pre-iRNR alternatyvyjj splaisingg (Izquierdo, Majos
et al., 2005, Corsini, Bonnal et al., 2007, lzquierdo, 2008, Al-Ayoubi, Zheng
et al., 2012, Kafasla, Mickleburgh et al., 2012, Liu, Conaway et al., 2013,
Oh, Lee et al., 2013, Inoue, Yamamoto et al., 2014). SPF45 ir hnRNP Al
baltymai jvardijami kaip prieSingu veikimu pasizymintys Fas pre-iRNR
alternatyviojo splaisingo reguliatoriai (Al-Ayoubi, Zheng et al., 2012, Liu,
Conaway et al., 2013, Oh, Lee et al., 2013). Ar Sie splaisingo veiksniai
dalyvauja nuo hipoksijos priklausomoje Fas pre-iRNR alternatyviojo
splaisingo reguliacijoje, duomeny néra.

Siame tyrimy etape noréta nustatyti, ar hipoksijos salygomis splaisingo
veiksniai SPF45 ir hnRNP A1l reguliucja Fas pre-iRNR alternatyvyjj
splaisinga. Literattros Saltiniuose nurodoma, kad kiekybiniai §iy splaisingo
veiksniy raiSkos poky¢iai lemia Fas ir sFas iRNR izoformy raiska (Corsini,
Bonnal et al., 2007, Liu, Conaway et al., 2013, Oh, Lee et al., 2013). Buvo
iSkelta hipoteze, kad hipoksijos inicijuoti splaisingo veiksniy SPF45 ir
hnRNP Al baltymy raiskos pokyciai lastelése atitinkamai skatina Fas iRNR
izoformy raiskos poky¢ius. Siai hipotezei patikrinti pasirinktos HCT116,
HeLa, A549 ir T3M4 lasteliy linijos, kuriose buvo nustatytas didziausias nuo
hipoksijos priklausomas Fas iRNR izoformy raiskos pokytis. Lastelés buvo
augintos normaliomis deguonies ir hipoksijos salygomis. IS jy paruosti
lizatai tirti Western blot imunohibridizacijos metodu.

Tyrimas parodé, kad hipoksijos sglygomis augintose Iasteliy linijose,
palyginti su lasteliy linijomis, augintomis normaliomis deguonies salygomis,
splaisingo veiksniy SPF45 ir hnRNP A1 baltymy raiska kinta. Nedidelis (iki
0,15 karto) SPF45 baltymo kiekio sumazéjimas nustatytas hipoksijos
salygomis augintose HCT116 bei A549 lasteliy linijose. Nezymiai SPF45
kiekis padidéjo T3M4 lgstelése, o HeLa lastelése Sio veiksnio kiekiai iSliko
nepakite (20 pav., A ir B). Analogiski rezultatai gauti ir tiriant splaisingo
veiksnio hnRNP Al rai$ka (20 pav., A ir C).
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Remiantis gautais rezultatais, galima teigti, kad splaisingo veiksniy
SPF45 ir hnRNP A1 baltymy raiska tirtose lasteliy linijose nuo hipoksijos
nepriklauso. Nustatyti nedideli Siy baltymy raiskos svyravimai labiau
atspindi tarp skirtingy lasteliy linijy egzistuojancius, o ne hipoksinés
aplinkos poveikio sukeltus baltymy raiskos pokycCius. Taciau net ir
skirtingose lasteliy linijose nustatytas SPF45 ir hnRNP Al baltymy raiskos
pokytis nekoreliuoja su hipoksijos saglygomis nustatytais Fas iRNR raiskos
posikeitimais.
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20 pav. Splaisingo veiksniy SPF45 ir hnRNP Al raiska. A — splaisingo veiksniy SPF45 ir
hnRNP Al raiskos palyginimas normaliomis (21 % O,) (N) ir hipoksijos (1 % O,) (H)
salygomis augintose lasteliy linijose. B — SPF45 baltymo raiskos diagrama; C — hnRNP Al
baltymo raiskos diagrama. Normaliomis aplinkos salygomis nustatyta baltymo raiSka
prilyginama 1 (1 stulpelis, kontrolinis méginys). 2, 3, 4 ir 5 stulpeliai rodo baltymo kiekio
poky¢ius hipoksijos salygomis augintose lastelése, lyginant su normaliomis deguonies
salygomis augintomis lastelémis (kontrolinis méginys). Skaiiavimams naudoti 3
nepriklausomy eksperimenty duomenys, *p < 0,05
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3.3.1. Sumazéjusi splaisingo veiksniy SPF45 ir hnRNP Al
raiska Fas pre-iRNR alternatyviojo splaisingo nekeicia

Palyginus splaisingo veiksniy SPF45 bei hnRNP Al raiska normaliomis
ir hipoksijos salygomis augintose Igstelése, nebuvo patvirtinta iSkelta
hipotezé, kad hipoksiné mikroaplinka kei¢ia $iy veiksniy raiSkg ir taip
regulivoja alternatyvyjj Fas pre-iRNR splaisingo procesa. Taciau HCT116
lasteliy linijoje nustatytas apie 10 % siekiantis splaisingo veiksniy SPF45 bei
hnRNP Al raiskos sumazéjimas. Norint tiksliau jvertinti splaisingo veiksniy
SPF45 ir hnRNP Al reguliacines funkcijas, naudojant CRISPR-Cas9 geny
redagavimo sistema, HCT116 lastelése sumazinta Siy splaisingo veiksniy
raiSka. Atlikty eksperimenty duomeny analizé parodé, kad splaisingo
veiksnio SPF45 baltymo raiskos sumazéjimas nei normaliomis, nei
hipoksijos salygomis augintose CRISPR-SPF45 Iastelése nepaveiké Fas ir
sFas iRNR izoformy raiSkos (21 pav., A ir C). Splaisingo veiksnio hnRNP
Al raiSkos sumaz¢jimas normaliomis sglygomis augintose CRISPR-hnRNP
Al lastelése iki 5 % padidina sFas iRNR susidaryma, taCiau hipoksijos
salygomis augintose lastelése Fas iRNR izoformy raiskos nekeicia (21 pav.,
Bir D).
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21 pav. Splaisingo veiksniy SPF45 ir hnRNP Al raiskos sumazéjimas hipoksijos
salygomis Fas pre-iRNR alternatyviojo splaisingo nekei¢ia. A: virSutiné dalis — Fas ir sFas
iRNR izoformy raiska normaliomis (21 % O,) (N) ir hipoksijos (1 % O,) (H) salygomis
augintose laukinio tipo (Wt) ir CRISPR-SPF45 paveiktose HCT116 lastelése; apatiné dalis —
SPF45 baltymo raiskos laukinio tipo (Wt) ir CRISPR-SPF45 paveiktose HCT116 lastelése
palyginimas. B: virSutiné dalis — Fas ir sFas iRNR izoformy raiska normaliomis (N) ir
hipoksijos (H) salygomis augintose laukinio tipo (Wt) ir CRISPR-hnRNP Al paveiktose
HCTI116 lastelése; apatiné dalis — SPF45 baltymo raiSkos laukinio tipo (Wt) ir CRISPR-
hnRNP Al paveiktose HCT116 lastelése palyginimas. 18S RNR ir B-aktinas naudojami kaip
RT-PGR ir Western blot (Wt) imunohibridizacijos kontroliniai méginiai. Grafikuose pateikta
Fas ir sFas iRNR izoformy raiskos laukinio tipo (Wt) ir CRISPR-SPF45 (C) ar CRISPR-
hnRNP Al (D) paveiktose lastelése diagrama. Bendra (Fas+sFas) iRNR raiska prilyginama
100 %. Skaic¢iavimams naudoti 3 nepriklausomy eksperimenty duomenys, *p < 0,05
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4. DISKUSUA

Taikomi naujausi RNR tyrimy metodai leidzia nustatyti ne pavienius, o
daugybinius lastel¢je vykstancius pre-iRNR splaisingo pokycius. Remiantis
Siais duomenimis, galima dar karta pabrézti, kad pre-IRNR splaisingas yra
gyvybiskai svarbus lastelése vykstantis procesas, kuris lasteléms padeda
prisitaikyti prie kintanéiy aplinkos salygy (Blencowe, 2017, Di,
Syafrizayanti et al., 2019). Pakitusi iRNR izoformy raiska nustatyta jvairiy
onkologiniy ligy atveju. Duomeny, leidziandiy patvirtinti pre-iRNR
splaisingo poky¢iy ir onkogenezés tarpusavio sgsajas, nuolat daugéja (Oltean
ir Bates, 2014). Pre-iRNR splaisingo poky¢iai tiesiogiai priklauso nuo §j
procesa reguliuojanciy splaisingo veiksniy (Dvinge, 2018).

Siame tiriamajame darbe buvo analizuojama splaisingo veiksniy
(U2AF65, U2AF35, SRSF1, SRSF2 ir KHSRP) baltymy raiska sveikuose ir
navikiniuose virSskinimo trakto organy audiniuose. Tyrimas parodé, kad
virskinimo trakto navikuose splaisingo veiksniy raiska skiriasi nuo jy raiskos
sveikuose audiniuose. Gauti duomenys atitinka ir literatiiroje pateikiamus
rezultatus: kelios skirtingos mokslininky grupés, atlikdamos tyrimus kriities,
prostatos, smegeny, zarnyno ir kt. navikuose, taip pat nustaté jvairiy
splaisingo veiksniy raiskos pokyc¢ius (Kirschbaum-Slager, Lopes et al., 2004,
Koedoot, Smid et al., 2019).

Darbe atliekant splaisingo veiksniy raiskos analize nustatyta, kad
splaisingo veiksniy SRSF1, SRSF2, U2AF35, U2AF65 ir KHSRP raiska
kasos, gaubtinés Zzarnos ir skrandzio navikuose, palyginti su sveikais
audiniais, mazéja nuo 1,3 iki 13,5 karto. Splaisingo veiksniy U2AF35 ir
U2AF65 raiska atitinkamai skrandZio ir kasos navikuose didéja 2 kartus. Sie
duomenys galéty biiti naudingi atliekant skrandZio, kasos ir gaubtinés zarnos
naviky diferencing diagnostika.

IS jvairiy naviky kilusios lgsteliy linijos yra placiai eksperimentuose
naudojama modeliné sistema, ypac¢ pasitarnaujanti atliekant fundamentinius
vézio biologijos ir pirminius vaisty testavimo tyrimus. Taciau klinikinése
tyrimy stadijose dalis lasteliy linijjose gauty tyrimy rezultaty taip ir
nepasitvirtina (Thoma, Zimmermann et al., 2014, Mirabelli, Coppola et al.,
2019). Kyla klausimas, ar Igsteliy linijos yra tinkama sudétingy onkogenezés
procesy tyrimy modeliné sistema. Reikia pripazinti, kad duomeny,
apibudinan¢iy naviky ir i§ jy kilusiy lgsteliy linijy panasumus ir skirtumus,
labai triiksta. Tyrimo metu visose lasteliy linijose, lyginant su nevézine HEK
293A lasteliy linija, nustatytas splaisingo veiksniy raiskos sumazéjimas. Sie
rezultatai atitinka virS8kinimo trakto naviky audiniuose gautus duomenis
(juose taip pat nustatytas splaisingo veiksniy raiS§kos sumazéjimas). Kita
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vertus, virskinimo trakto naviky audiniuose nustatyta kai kuriy splaisingo
veiksniy raiska mazéja net iki 13 karty, o i§ ty paciy naviky iSvestose lasteliy
linijose nustatytas splaisingo veiksniy raiskos sumazéjimas tesiekia 2,6 karto
ir su lasteliy linijose gautais rezultatais nekoreliuoja. Taip pat nei vienoje
tirtoje 1asteliy linijoje nenustatytas splaisingo veiksniy U2AF35 ir U2AF65
baltymy raiSkos padid¢jima, kuris atitinkamai skrandzio ir kasos
navikiniuose audiniuose kinta 2 kartus.

Ta¢iau jdomiausi rezultatai gauti tarpusavyje palyginus splaisingo
veiksniy raiska virSkinimo trakto navikuose ir i$ $iy naviky kilusiose lasteliy
linijjose. Paaiskéjo, kad navikuose ir lasteliy linijose splaisingo veiksniy
raiSkos poky¢iai yra skirtingi ir tarpusavyje nekoreliuoja. Gauti duomenys
rodo, kad Iasteliy linijos, kaip modeliné sistema, ne iki galo atspindi visus
navikuose vykstancius biologinius procesus.

Literatiiros Saltiniuose teigiama, kad splaisingg reguliuojanciy veiksniy
raiSkos pokycCiai daznai lemia susidaranciy iRNR izoformy santykio
pasikeitimus. Taip pat zinoma, kad pasikeitusi iRNR izoformy raiska yra
budingas naviky ir kity patologiniy organizmo biukliy bruozas (Climente-
Gonzalez, Porta-Pardo et al., 2017, Singh ir Eyras, 2017). Siame tiriamojo
darbo etape buvo analizuojamas protoonkogeny Fas ir Racl pre-iRNR
splaisingas sveikuose bei navikiniuose vir§kinimo trakto organy audiniuose
ir i§ $iy naviky kilusiose lasteliy linijose. Sio tyrimo metu paaiskéjo, kad Fas
ir Racl pre-iRNR splaisingas navikuose ir sveikuose audiniuose skiriasi.
Nustatytas navikams buidingas sFas bei Raclb iRNR izoformy raiskos
padidéjimas. Sie rezultatai koreliuoja su literatiiroje pateiktais tyrimy
rezultatais: padidéjusi sFas bei Raclb iRNR izoformy raiska nustatyta
jvairiuose naviky tipuose (Midis, Shen et al., 1996, Baldwin, Tran et al.,
1999, Melzer, Hass et al., 2019).

Vézinése lasteliy linijose atlikus Fas bei Racl iRNR izoformy raiskos
tyrima, tarpusavyje palyginti navikuose ir lasteliy linijose gauti sFas/Fas bei
Raclb/Racl iRNR raiSkos santykiy duomenys. Lyginamoji analizé parode,
kad sFas ir Fas iRNR izoformy, kaip ir tirty splaisingo veiksniy, raiska
navikuose ir lasteliy linijose skiriasi. Tiksliau, i§ virSkinimo trakto naviky
kilusiose lasteliy linijose nustatyta Fas geno iRNR raiska yra panasSesné ne ]
augliuose, o j sveikuose audiniuose nustatyta §io geno iRNR izoformy
raiSkg. Taciau palyginus Racl geno iRNR izoformy raiskos duomenis
paaiSkéjo, kad Raclb ir Racl izoformy raiska lgsteliy linijose yra panasi j
navikuose nustatyta ty paciy iRNR izoformy raiska. Panasu, kad pre-iRNR
splaisingo proceso reguliacija Siuo atveju lemia koordinuotas keliy ar net
keliolikos splaisingo veiksniy poveikis.
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Atliktas splaisingo veiksniy ir iRNR izoformy raiskos sveikuose,
véziniuose audiniuose bei i§ naviky kilusiose Igsteliy linijose palyginimas ir
nustatyti raiSkos skirtumai dar kartg liudija, kad auglys yra sudétinga ir
kompleksikai veikianti sistema. Sia sistemg veikia ne tik vidiniai, t. y.
genetiniai, bet ir lasteliy aplinkos veiksniai, pavyzdziui, hipoksija (Jing,
Yang et al., 2019). Siame tyrimy etape, atlickant Fas bei Racl geny iRNR
raiSkos analizg ir tarpusavyje lyginant normaliomis ir hipoksijos salygomis
augintose lastelése gautus rezultatus, paaiSkéjo, kad hipoksija, t.y.
pasikeitusi mikroaplinka, veikia Fas, bet ne Racl pre-iRNR splaisingo
procesa. Sie rezultatai rodo, kad hipoksiné mikroaplinka yra Fas pre-iRNR
alternatyviojo splaisingo poky¢ius lemiantis veiksnys, o Racl pre-iRNR
splaisingas nuo hipoksijos nepriklauso. Tikétina, kad Racl geno iRNR
izoformy susidarymo pokyc¢ius lemia navikui biidingi genetiniai veiksniai.

Literatiros Saltiniuose taip pat teigiama, kad hipoksija yra neatsiejama
kai kuriy augliy mikroaplinkos dalis (Semenza, 2010, Ratcliffe, 2013, Jing,
Yang et al., 2019), todél visai nekeista, kad jvairaus tipo véziu serganciy
pacienty kraujo serume nustatyta padidéjusi tirpaus Fas (sFas) baltymo
raiska (Konno, Takano et al., 2000). Tai atspindi ir Sio darbo tyrimai:
hipoksijos salygomis augintose skirtingose lasteliy linijose, lyginant su
normaliomis salygomis augintomis Igstelémis, nustatytas viso ilgio Fas
receptoriaus  raikos  sumaZéjimas. Sis  hipoksijos  reguliuojamas
alternatyviojo pre-iRNR splaisingo pasikeitimas, kurio metu padidéja sFas
iRNR izoformos raisSka, leidzia paaiSkinti, kaip alternatyviojo splaisingo
procesas padeda vézinei lgstelei i§vengti apoptozes ir iSgyventi.

Literatiiros Saltiniuose nurodoma, kad prieSingu veikimu pasiZymintys
splaisingo veiksniai SPF45 ir hnRNP Al kiekybiskai reguliuoja 6 egzono
jjungimg (prasokimg) j besiformuojancia Fas iRNR seka (Corsini, Bonnal et
al., 2007, Al-Ayoubi, Zheng et al., 2012, Liu, Conaway et al., 2013, Oh, Lee
et al., 2013). Darbe atliekant splaisingo veiksniy SPF45 ir hnRNP A1 raiskos
tyrimus ir tarpusavyje lyginant normaliomis ir hipoksijos salygomis augintas
lasteles, tam tikrose lasteliy linijjose nustatyti nezymiis splaisingo veiksniy
raiSkos svyravimai. Papildomi tyrimai parodé, kad HCT116 Iastelése
nustatytas nedidelis splaisingo veiksniy SPF45 ir hnRNP Al raiSkos
sumaz¢jimas nedaro jtakos nuo deguonies kiekio aplinkoje priklausomam
Fas 6 egzoninés sekos jjungimui (praSokimui) | besiformuojancia Fas iRNR.
Viena to priezasCiy galéty buti ta, kad Sie veiksniai nedalyvauja nuo
hipoksijos priklausomo Fas pre-iRNR splaisingo reguliacijoje. Kitas galimas
paaiskinimas yra tas, kad hipoksinémis aplinkos sglygomis kinta splaisingo
veiksniy modifikacijos ir dél to kinta splaisingo veiksniy aktyvumas
(Lenzken, Loffreda et al.,, 2013, Jakubauskiene, Vilys et al., 2015,
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Anczukow ir Krainer, 2016). Taip pat negalima atmesti tikimybés, kad
hipoksinémis aplinkos salygomis Fas pre-iIRNR 6 egzono alternatyviojo
splaisingo reguliacijoje kartu su SPF45 ir (ar) hnRNP Al dalyvauja
papildomi Siuo metu dar nenustatyti splaisingo veiksniai.

Siame darbe atlikty tyrimy duomenys rodo, kad jvairiems navikams
budinga pakitusi splaisingo veiksniy ir su onkologinémis ligomis siejamy
iRNR izoformy raiSka (Brinkman, 2004, Kalnina, Zayakin et al., 2005,
Venables, Klinck et al., 2009, Anczukow ir Krainer, 2016, Dvinge, Kim et
al., 2016). D¢l to pre-iRNR splaisingo proceso reguliacija yra viena i§
aktualiausiy antivézinés terapijos vystymosi krypciy. Literatiroje apraSomi
bandymai vézio gydymui pritaikyti jvairius splaisinga slopinancius arba
iRNR rai$kos pakitimus sukelian¢ius junginius (Corrionero, Minana et al.,
2011, Effenberger, Urabe et al., 2017). Taciau bandymai su pelémis bei
pradéti tam tikry junginiy klinikiniai tyrimai parodé, kad Sie pre-iRNR
splaisinga lastelése keiCiantys junginiai neveikia taip, kaip jie veiké
modelinése lasteliy linijy sistemose. Pavyzdziui, lasteliy linijose atlikti
onkologinéms ligoms gydyti skirty N-metiltransferazes slopinanciy junginiy
tyrimai parodé, kad Sie junginiai blokuoja splaisingo veiksniy
modifikuojanéiyjy baltymy veikimag. Jie keicia splaisosomos veikimg ir daro
metiltransferazes slopinanciy junginiy tyrimai parodé, kad Siy preparaty
veiksmingumas yra labai ribotas (Desterro, Bak-Gordon et al., 2020). Siuo
metu literatiiroje daugéja duomeny apie tai, kad Iasteliy mikroaplinka daro
jtakg kitiems Iastelése vykstantiems procesams. Literatiiros Saltiniuose
teigiama, kad mikroaplinka veikia DNR metilinimo, transkripcijos, pre-
iRNR splaisingo, transliacijos procesus (Brosseau, Lucier et al., 2014, De
Palma, Biziato et al., 2017, Kim ir Costello, 2017, Zhang, Fujiwara et al.,
2017, Nakayama ir Kataoka, 2019). Todél visai nestebina tai, kad pre-iIRNR
splaisingo procesa veikiantys junginiai augliuose pasizyméjo tik labai ribotu
veikimu. Iki Siol néra iki galo aiSku, kaip mikroaplinka veikia lastelése
vykstancius procesus. Taip pat néra iStirti tuos procesus reguliuojantys
mechanizmai. Siame darbe gauti duomenys padés geriau suprasti, kokj
poveikj lasteléje vykstantiems procesams daro mikroaplinka, ir paaiskinti
reguliacines S§io poveikio funkcijas. ISsamesnis hipoksinése Iastelése
vykstanc¢iy procesy reguliavimo supratimas padés sukurti ne tik efektyviau
veikianCius su hipoksija susijusiy ligy gydymui skirtus preparatus, bet ir
paskatins naujy diagnostiniy metody plétra.
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ISVADOS

1. Palyginus splaisingo veiksniy raiska sveikuose ir mnavikiniuose
virskinimo trakto organy audiniuose nustatyta, kad SRSF1, SRSF2 ir
KHSRP raiska tirtuose navikuose sumazéja; U2AF65 raiska kasos ir
gaubtinés zarnos navikuose sumazéja, o skrandzio navikuose — padidéja;
U2AF35 raiska sumazgja gaubtinés zarnos ir skrandzio navikuose, o kasos
navikuose — padidéja.

2. Lyginant su sveikais audiniais, tirtuose navikuose nustatytas
antiapoptotinés sFas iRNR padidéjimas, tuo tarpu Raclb iRNR izoformos
raiSka padidéja tik skrandZzio ir gaubtinés Zarnos navikuose.

3. Splaisingo veiksniy SRSF1, SRSF2, U2AF35, U2AF65 ir KHSRP
raiSka véziniy virSkinimo trakto organy lasteliy monosluoksnio kultirose,
lyginant su HEK 293 A lasteliy linija, sumazéja.

4. Nustatyta Fas ir Racl iRNR izoformy raiSka monosluoksniu
kultivuotose véziniy virSkinimo trakto organy lasteliy linijose, neatitinka
navikuose nustatyto $iy iRNR izoformy raiskos profilio.

5. Hipoksiné mikroaplinka tirtose vézinése lgsteliy linijose kei¢ia nuo
Fas pre-iRNR susidaran¢iy iRNR izoformy raiskg, ta¢iau Racl iRNR
izoformy raisSka nuo hipoksijos nepriklauso.

6. Splaisingo veiksniy SPF45 ir hnRNP A1 raiska HCT116, HeLa, A549
ir T3M4 lasteliy linijose nuo hipoksinés mikroaplinkos nepriklauso.

7. Splaisingo veiksniy SPF45 ir hnRNP Al raiSkos sumazinimas
hipoksinese HCT116 lastelése neturi jtakos sFas iRNR izoformos
susidarymui.
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LIST OF ABBREVIATIONS

A — branching point;

ARE — adenylate-uridylate-rich elements;

APA — alternative polyadenylation site;

AS — alternative splicing;

ASO - antisense oligonucleotides;

cDNA — complementary DNA

CircRNR — circular RNA;

ESE / ISE — exonic / intronic splicing enhancer;

ESS / ISS — exonic / intronic splicing silencers;

Fas — Fas cell surface death receptor;

FasL — Fas ligand;

HIF — hypoxia indusible faktor;

hnRNP — heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (hnRNPAL,
hnRNP K, ect. ;

HRE — adenylate-uridylate-rich elements;

Y — pyrimidine nukleotides;

KHSRP — KH-type splicing regulatory protein;

MRNA — messenger RNA,

PGR — polimerazés grandininé reakcija;

Py — polypyrimidine tract;

Pre-mRNA — primary mRNA transcript;

Racl — Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1;

Raclb — Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 isoform b;
RS — domains rich in alternating arginine and serine residues;
RT-PCR - reverse transcription polymerase chain reaction;
RT-gPCR — quantitative reverse transcription PCR;

sFas — soluble Fas cell surface death receptor;

SgRNR - single guide RNA,;

snRNP — small nuclear ribonucleoprotein particles (U1, U2, ect.);
SPF45 — 45 kDa splicing factor;

SR — serine / arginine rich proteins (SRSF1, SRSF2, ect.)
U2AF — U2 auxiliary factor;

UTR — untranslated region.
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INTRODUCTION
Relevance of the Work

Oncological diseases remain one of the unsolved problems of the entire
society as the oncology-related morbidity and mortality has been
systematically increasing both in Lithuania and around the world. The
discoveries of the last decade have provided a lot of valuable information
about oncological processes taking place in the body, but it is clear that our
knowledge in this area is still incomplete. Although scientific advances have
made it possible to introduce various methods of cancer prevention and
diagnosis, we still cannot say that the fight against oncological diseases is
effective. As a result, there is constant need for detailed data on pathological
changes in important biological processes in the cell. As pre-mRNA splicing
is a highly important process in regulating gene expression, it is not
surprising that changes in splicing have been observed in many different
diseases. Therefore, studies focusing on the expression of disease-associated
MRNA isoforms and their regulatory factors remain relevant and provide
new information about various pathological processes in cells.

This study describes the research of splicing factors and the expression of
tumor-associated mRNA isoforms in healthy and tumor gastrointestinal
organ tissues and cell lines derived from these organs’ tumors, and examines
whether/how hypoxic microenvironment in tumor-derived cell lines affects
tumor-associated pre-mRNA splicing changes.

In the development of new strategies for the treatment of oncological
diseases, various compounds inhibiting the splicing process or causing
changes in mRNA expression are being actively investigated. In the initial
phase of research, tumor-derived cell lines are commonly used as a tumor
model system. However, successful testing of new anticancer drugs and
treatment strategies in cell lines when using 3D cell systems or in the early
stages of clinical trials is often unsuccessful: compounds acting on pre-
MRNA splicing in cells do not function exactly as in model cell line systems.
Unfortunately, the reasons for these differences have not been completely
understood yet. Studies in this work have shown differences in the
expression of splicing factors and tumor-associated mRNA isoforms in
tumor tissues and commonly used cell lines. The results obtained in this
work provide valuable information about the processes initiating diseases in
various systems.

Analysis of tumor cell genomes has led to significant advances in the
development of cancer therapies. Nonetheless, tumor cell resistance to
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current treatment remains a major cause of cancer suffering patients’ deaths.
It is clear that the pathological processes taking place in tumor cells depend
not only on the genetic context but also on the effects of the cell
microenvironment. Hypoxia is one of the main characteristics of the
microenvironment of tumor cells. Decreased oxygen levels in the cellular
environment are associated not only with the onset and development of
oncological diseases but also with various other diseases, such as infarction,
peripheral and coronary artery disease, anemia, pulmonary arterial
hypertension, erythrocytosis, Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, and
Huntington’s disease. Hypoxic microenvironment in cells is known to cause
changes in pre-mRNA splicing, but the mechanism of this process and the
factors that regulate this process are unknown. For this reason, studies of
hypoxia-dependent pre-mRNA splicing and its regulatory factors remain
highly relevant in terms of controlling disease-associated mMRNA formation
processes.

Aims of the Study:

1. To study the expression of splicing factors and tumors-associated
MRNA isoforms in healthy and tumor gastrointestinal organ tissues
and to compare the expression of these factors and mRNA
isoforms in tumors cell lines.

2. To determine how the reduced oxygen content in the cell
environment (hypoxia) affects the expression of tumors-associated
mRNA isoforms and to investigate whether the currently known
splicing factors in hypoxic cells regulate the formation of these
mMRNA isoforms.

Specific Tasks of the Dissertation:

1. To compare the expression of splicing factors U2AF65, U2AF35,
SRSF1, SRSF2 and KHSRP in healthy and tumor tissues of
gastrointestinal tract organs.

2. To compare the formation profiles of tumor-associated Fas and

Racl mRNA isoforms in healthy and tumor tissues of
gastrointestinal tract organs.
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3. To compare the expression of splicing factors U2AF65, U2AF35,
SRSF1, SRSF2 and KHSRP in cell lines derived from tumors of
gastrointestinal tract organs with the expression of factors in HEK
293A cells.

4. To determine the expression profiles of tumor-associated Fas and
Racl mRNA isoforms in gastrointestinal tract tumor-derived and
HEK 293A cell lines.

5. To determine whether hypoxic environmental conditions in tumor
cell lines influence the formation of tumor-associated Fas and Racl
MRNA isoforms.

6. To determine whether/how the hypoxic microenvironment in cell
lines alters the expression of splicing factors SPF45 and hnRNP
Al

7. To determine whether splicing factors SPF45 and hnRNP Al
regulate Fas pre-mRNA alternative splicing in hypoxic cells.

Scientific Novelty and Practical Importance of the Thesis

This study analyzes the changes in the expression of tumors-associated
mRNA isoforms and investigates the genetic and micro environmental
factors causing these changes.

Detailed studies of tumors-associated Fas and Racl mRNA isoforms
formation and splicing regulating factors U2AF65, U2AF35, SRSF1, SRSF2
and KHSRP expression in healthy and tumor tissues of gastrointestinal tract
organs and in tumor-derived cell lines have been performed. Various
expression profiles of splicing factors and tumors-associated MRNA
isoforms identified in this work have shown that tumor-derived cell lines
differ from both healthy and tumor tissues. These results confirm that cell
lines, as a model system, do not fully reflect all the biological processes
which take place in tumor. The newly obtained data explains why successful
trials of anti-cancer drugs or treatment strategies in cell lines often fail to be
approved in the early stages of clinical trials. This study identified the
characteristic expression of various splicing factors in individual tumor
types; therefore, U2AF65, U2AF35, SRSF1, SRSF2, and KHSRP factors
can be used as potential differential diagnostic markers.
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The current research describes the study of mMRNA expression dependent
on reduced oxygen content in the environment (hypoxia) and the factors
regulating this process. The obtained results show that the hypoxic
microenvironment changes the expression of Fas mRNA isoforms in cell
lines derived from gastrointestinal tumors, but the expression of Racl
MRNA isoforms is independent of hypoxia. To date, no such data has been
available in the literature. It has also been shown that splicing factors SPF45
and hnRNP A1 do not regulate the formation of Fas gene mRNA isoforms
under hypoxic conditions. These results provide new insights into the
understanding of the influence of the hypoxic microenvironment of cells on
the expression of tumor-associated mRNA formation. By using this
knowledge, it will be possible to create conditions in cell model systems
which are similar to the microenvironment which exists in tumors. Only a
correctly chosen model system for the initial research is the basis for
successful new anticancer therapies. Taken together, these findings are also
highly valuable in order to control the processes of disease-associated
mMRNA formation and thus prevent the development of various pathological
processes.
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Defended Statements of the Scientific Work:

1. The expression of splice factors SRSF1, SRSF2, U2AF35,
U2AF65 and KHSRP in pancreatic, colon and gastric tumors
compared to healthy tissues varies.

2. The expression of anti-apoptotic sFas and Raclb mRNA isoforms
is increased in the studied tumors compared to healthy tissues.

3. The expression of splicing factors SRSF1, SRSF2, U2AF35,
U2AF65 and KHSRP in all studied gastrointestinal tumors-derived
cell lines, compared to their expression in HEK 293A cell line,
varies.

4. The expression of tumor-associated Fas and Racl mRNA isoforms
in gastrointestinal tumors-derived cell lines does not correlate with
the expression profile of these mMRNA isoforms found in tumors.

5. Changes in the levels of cellular oxygen tension in tumors-derived
cell lines alter the expression of Fas mRNA isoforms, but the
expression of Racl mRNA isoforms does not depend on the
amount of oxygen in the cell environment.

6. The expression of splicing factors SPF45 and hnRNP Al in the
studied cell lines does not depend on the environmental oxygen

concentration changes.

7. Splicing factors SPF45 and hnRNP Al do not regulate the altered
Fas pre-mRNA splicing in the hypoxic cells.
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MATERIALS AND METHODS

Tumor and healthy tissues

The experiments were undertaken with the understanding and written
consent of each subject, and that the study conforms to The Code of Ethics
of the World Medical Association (Declaration of Helsinki). Patients had
neither undergone chemotherapy nor radiotherapy prior to surgery. The
tumor cell cellularity was at least 80% in all samples.

Primary pancreatic tumor samples were surgically obtained from patients
who underwent resection for pancreatic cancer. All of the samples were
obtained from the T3 tumors (according to TNM classification). All of the
samples were pancreatic ductal adenocarcinomas as confirmed by the final
pathological report. All of the samples were moderately (G2) — poorly
differentiated (G3) as per the guidelines of the American Joint Commission
on Cancer. Control (non-cancerous) pancreatic tissue samples were obtained
from healthy donors during the multiorgan donor explantation procedures.

Samples of colon cancer were obtained during the surgery of colon
cancer. Patients with rectal cancer were excluded from the study. Final
histopathological report stated that they were adenocarcinomas of the colon
(T3 according to TNM classification) with moderate to poor differentiation
grade (G2-G3). Control (non-cancerous) tissues of the colon were obtained
from patients with benign diseases of the colon (diverticulitis etc.) during
routine resection procedures of the colon.

Gastric cancer tissue samples were obtained during the surgery for gastric
cancer. They were all poorly differentiated (G3) adenocarcinomas. Control
(healthy) tissue of the stomach was obtained during the bariatric surgery as a
routine resection procedure. Tissue was not affected by any disease.

Cell culture maintenance in vitro

Cells were cultivated as monolayer in DMEM (Gibco) or McCoy’s 5A
(1x) media (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (Biochrom),
100 1U/ml penicillin (Biochrom) and 100 pug/ml streptomycin (Biochrom) at
37°C in humidified 5% CO, conditions and exposed to normoxia (21% O,)
or hypoxia (24h, 1% O, in an Invivo200 hypoxic workstation (Ruskin
Technologies))

110



RT-PCR and quantitative real time PCR

Total RNA from cell lines was isolated using Quick-RNA™ MiniPrep kit
(Zymo Research) and cDNA was synthesized using RevertAid H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific) using random
hexamer primers. PCR from obtained cDNA was performed using
Mastercycler personal thermal cycler (Eppendorf). 18S RNA was used as a
loading control.

Proteins and total RNA from healthy and tumor tissues were prepared
using mirVANATM PARISTM Proteinand RNA Isolation System (Life
Technologies) kit according to the manufacturer’s instructions.

Quantitative real time PCR was carried out using SYBR Green gPCR
Master Mixes (ThermoFisher Scientific). The amount of each type of gPCR
product was normalized against p-actin. The gPCR primers were designed
for individual Fas and sFas mMRNA isoform amplification.

Western blot

Whole cell lysates were separated using 12% SDS-PAGE, transferred on
nitrocellulose membrane (GE Healthcare Life science) and blotted with
appropriate primary and secondary mouse (Dako, P 0447) or rabbit (Dako, P
0448) antibodies. The following primary antibodies were used: anti-Fas
(Abcam, ab133619), anti - RBM17 (Abcam, ab204333); anti - hnRNPAL
(Abcam, abl177152); anti-HIF1la (BD transduction laboratories, 610959);
anti p-actin (Abcam, ab3280) anti-SFRS2 (Abcam, ab28428), anti-SFRS1
(Abcam, ab38017), anti-U2AF35 (Abcam, ab172614), anti-KHSRP (Abcam,
ab150393), anti-actin (Abcam, ab3280), anti-U2AF65 (Santa Cruz
Biotechnology, sc-53942).

Reduction of cellular protein levels using CRISPR/Cas9 system

Cas9 expression vector (pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)) for human
HCT 116 transfection were obtained from Addgene (Addgene no 62988).
Synthesized oligos for sgRNA expression were denaturated at 95 °C for 5
min and annealed at room temperature before being cloned between two
Bpil sites of linearized Cas9-sgDNA expression vector. Specific target
sequences for SPF45 and hnRNPA1 gene editing were selected using
CRISPR  Design  Tool (http://tools.genome-engineering.org).  All
CRISPR/Cas9 targeting experiments were performed with HCT 116 human
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colorectal carcinoma cell line. For targeting individual genes, cells were
seeded at 8 x 10%ells per well of 12-well plate in complete McCoy’s 5A
(1x) media and transfected with constructed Cas9-sgRNA or empty Cas9
plasmid (containing no sgRNA) using jetPrime DNA transfection reagents
(Polyplus) according to the manufacturers’ instructions. 72 h post
transfection cells were treated with puromycin (2 pg/ml), diluted, and plated
in to 96 well plate (1 cell/ well).Cells were returned to the incubator and
allowed to expand for 2 — 3 weeks. Target protein reduced expression
containing single cell colonies were identified by Western Bloting.
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RESULTS

Gastrointestinal Tract Tumors and Cell Lines Possess Differential
Splicing Factor Expression and Tumor-Associated mRNA Isoform
Formation Profiles

Recent analyses have shown that there are correlations between the
expression of splicing regulatory factors and alternative splicing transitions
associated with malignant transformation (1, 2). Cell lines derived from
human tumors have been extensively used as experimental models of
neoplastic disease (3). Yet, such cell lines differ from both normal and
cancerous tissues. The data obtained from widely used DNA and RNA
microarray systems does not give full information about protein expression
levels in cells and tissues. Thus, it is crucial to experimentally compare and
validate similarities and differences in protein and mRNA expression levels
between tissues and in the cell lines widely used in cancer research.

Splicing factors expression in colon, gastric and pancreas tumors

In order to experimentally evaluate the expression of five splicing factors
(U2AF65, U2AF35, SRSF1, SRSF2 and KHSRP) in tumors, the expression
of selected splicing factors in colon, gastric and pancreas tumors was
analyzed and compared to healthy tissues. In total, 29 healthy and 40 tumor
tissues were used for studies (Table 1).

Since changes in tissues might be systemic and may affect a cancerous
tissue as well as a relatively healthy tissue adjacent to it, we have performed
our comparison of the cancerous tissue with a healthy donor’s tissue. The
obtained results show that the tested splicing factor expression levels in
various tumors, compared to healthy tissues, actually differ (Table 2).

SRSF2 protein expression did not show any changes in pancreatic and
colon tumors compared to its expression in healthy tissues. A slight
reduction (1.4+0.3 times lower frequency) of KHSRP expression and highly
reduced SRSF2 expression (up to 7-fold) was observed in gastric tumors.

Table 1. Distribution of the sample of healthy and tumor tissues used for studies

Tissues Healthy Tumor
Pancreas 8 12
Gastric 15 14
Colon 6 14
Total: 29 40
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Table 2. Expression of splicing factors in pancreas, colon and gastric tumors compared to
healthy tissues

Organ Splicing factors

SFRS2 SFRS1 U2AF35 U2AF65 KHSRP
Pancreas -1.1+04 -13.5+£0.3 -3.6+0.3 +2.1+£0.3 -14+04
Colon -1.1+£0.3 -14+0.2 -3.2+0.1 -1.3+04 -1.3+£0.2
Gastric -7.0+0.3 -1.6+£0.1 +2.3+05 -1.9+0.3 -1.4+04

(-) coefficient of expression reduction compared to healthy tissues; (+) coefficient of
expression increase compared to healthy tissues; the value of splicing factors expression in the
healthy tissues was set as 1

SRSF1 protein expression was slightly reduced in gastric and colon
tumors (1.6+0.1 and 1.4+0.2 times lower frequency, respectively), whereas
the value was highly reduced (up to 13.5-fold) in pancreatic tumors. The
expression of individual subunits of heterodimeric splicing factor U2AF in
various types of tumors is different, which shows that the expression levels
of each subunit do probably play an important separate role in tumor-
associated pre-mRNA splicing regulation. Enhanced (2.1+0.3-fold) 65 kDa
subunit expression was observed in pancreatic tumors, while 1.3+0.4 and
1.9+0.3-fold reduction in the expression was observed, respectively, in colon
and gastric tumors. More than 3-fold reduced expression of 35 kDa subunit
was found in pancreatic and colon tumors, while in gastric tumors its
expression was enhanced up to 2.3-fold.

Splicing factors expression in colon, gastric, kidney and pancreas
cell lines

The expression of the same splicing factors was analyzed in cell lines
derived from colon, gastric, kidney and pancreas tumors. In order to
elucidate how the expression of the splicing factors varies in cell lines
derived from the same organ, three pancreatic carcinoma (Panc-1, Su.86.86
and T3M4), two kidney carcinoma (CaKi-1 and 786-0), one gastric
carcinoma (KATOIII), and one colon carcinoma (HCT116) cell lines were
used for splicing factor expression studies (Table 3). Human embryonic
kidney HEK 293A cell line was chosen as a reference point for expression
comparison.

Lower variation in individual factor U2AF subunit protein expression
levels was observed in cell lines compared to their expression in tumors. 65
KDa subunit lowest expression found in HCT116 cells and in KATO IlI
cells, while, in other tested cell lines, its expression was reduced by 1.4-1.8
times. Low U2AF35 protein expression differences detected in SU.86.86
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Table 3. Expression of splicing factors in pancreas, kidney, colon and gastric cell lines.
Embryonic kidney 293A cell line was used as the reference point
Organ Cell line Splicing factors
SFRS2 SFRS1 U2AF35 U2AF65 KHSRP
Pancreas PANC-1 -21+01 -14+01 -15+x00 -1.7+00 -15+£03
SuUB8686 -1.7+01 -1.7+03 -12+01 -15+01 -14z%0.1

T3M4 -1.6+00 -18+02 -13+01 -14+00 -15%01
Kidney CaKi-1 -15+£02 -11+02 -17+02 -16+01 -14=+01
786-O -1.3+01 -13+x03 -18+00 -16+02 -13%0.1
Colon HCT116 -26+00 -15+02 -14%+00 -13+01 -14+01
Gastric KATOIIl -14+03 -12+01 -16%+00 -12+01 -11+03

(-) coefficient of reduced expression compared to HEK 293A cells; (+) coefficient of
enhanced expression compared to HEK 293A cells; the value of splicing factors expression in
the healthy tissues was set as 1

cells, while, in other tested cell lines, its expression was reduced by 1.3-1.8
times. We have not established enhanced expression of individual subunits
of U2AF factor among cell lines. SR protein, SRSF1 and SRSF2 expression
analysis, compared to their expression in reference HEK 293A cells, showed
that the expression of SRSF2 protein was reduced by 1.3-2.6 times in all the
tested cell lines. The highest reduction of expression — up to 2.6 times — was
established in colon carcinoma HTC116 cells. We found no changes in
SRSF1 expression in CaKi-1 cells, while, in the other tested cell lines, its
expression, compared to HEK 293A cells, was reduced by 1.2-1.8 times.
There was no difference in KHSRP expression in KATO Il cells (compared
to HEK 293A cells), while, in the other tested cell lines, the expression of
this factor was reduced by 1.3-1.5 times.

The obtained results have shown that the expression of the tested splicing
factors in HEK 293A cells is higher compared to the other tested cell lines.
We never observed more than 2 times higher values compared to those
established in tumors in terms of the splicing factor expression variation
among cell lines derived from the same organ and among the cell lines
derived from different organs.

Fas and Racl mRNA isoforms expression profiles in healthy tissues
and colon, gastric and pancreas tumors

We further investigated whether the tumor-associated mRNA isoform of
Fas and Racl genes in cell lines is similar to that observed in tumors. Fas
and Racl genes were selected for the experiment due to tumor-specific SFAS
and Raclb mRNAs generated during alternative splicing, from which, the
synthesized proteins increase the resistance of tumor cells to apoptosis,
cytoskeleton rearrangements, migration and proliferation (4,5). The obtained
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results from Fas and Racl gene tumor-associated mRNA isoform formation
show that, in different tumors, they are expressed differently (Table 4 and 5).
Pancreatic tumors showed a 10% increase in sFas mRNA levels (for
sFas/Fas, healthy: 0.2/0.8; tumor: 0.3/0.7), whereas no changes in Raclb
MRNA isoform levels (for Raclb/Racl, healthy: 0.2/0.8; tumor: 0.2/0.8)
were detected. In gastric tumors, we found only a slight increase in sFas
MRNA isoform level (for sFas/Fas, healthy: 0.25/0.75; tumor: 0.3/0.7), while
approximately a 10% increase in tumorigenic Raclb mRNA isoform level
(for Raclb/Racl, healthy: 0.1/0.9; tumor: 0.2/0.8) was detected. Colon
tumors showed a 20% level of enhancement in sFas (for sFas/Fas, healthy:
0.1/0.9; for tumor: 0.3/0.7), and a 10% increase in Raclb was detected (for
Raclb/Racl, healthy: 0.1/0.9; tumor: 0.2/0.8) tumorigenic mRNA isoform.

Table 4. Fas mRNA tumor associated isoform expression profiles in colon, gastric and
pancreas healthy tissues and tumors

Genes
Fas
Organ Fas mRNA sFas MRNA
Healthy Tumour Healthy Tumour
Pancreas 0.8+0.04 0.7+0,03 0.2+0,04 0.3+0,03
Colon 0.9+0.07 0.740,06 0.1+0,07 0.3+0,06
Gastric 0.7£0.04 0.7+0,03 0.3+0,04 0.3+0,03

Total Fas mMRNA was accounted as 1

Table 5. Racl mRNA tumor associated isoform expression profiles in colon, gastric and
pancreas healthy tissues and tumors

Genes
Organ Racl
Racl mRNA Raclb mRNA
Healthy Tumour Healthy Tumour
Pancreas 0.8+ 0.08 0.8+ 0.04 0.2+ 0.08 0.2+ 0.04
Colon 0.9+ 0.03 0.8+ 0.06 0.1+ 0.03 0.2+ 0.06
Gastric 0.9+ 0.05 0.8+ 0.05 0.1+ 0.05 0.2+ 0.04

Total Racl mRNA was accounted as 1

Fas and Racl mRNA isoforms expression profiles in colon, gastric,
kidney and pancreas cell lines

As the next step, we investigated whether the tumor-associated mMRNA
isoform of Fas and Racl genes in cell lines is similar to that observed in
tumors. Our Fas and Racl mRNA isoform analysis showed that cancer-
associated sFas and Raclb isoforms are differently expressed in tested
tumor-derived cell lines (Table 6). The lowest amount of sFas isoform was
detected in Su.86.86, T3M4 and Panc-1 cells (sFas/Fas: 0.1/0.9), while the
highest amount was detected in 786-0 and HCT116 cells (sFas/Fas: 0.4/0.6
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and 0.35/0.65, respectively). In the other cell lines, the ratio between
sFas/Fas mMRNA isoform formation was between 0.1-0.2/0.9-0.8,
respectively. Relatively high sFas mRNA isoform amount was detected in
HEK293A cells (sFas/Fas: 0.3/0.7). The highest expression of tumor-
associated Raclb mRNA isoform was detected in Panc-1 cells (Raclb/Racl:
0.2/0.8). In all other tested cell lines, the amount of Raclb isoform was
lower (Raclb/Racl: 0.07-0.1/0.95-0.87). Also, high amounts of tumor-
associated Raclb isoform were detected in HEK293A cells (Raclb/Racl:
0.2/0.8).

The results show that the expression levels of tumor-associated sFas and
Raclb mRNA isoform levels in cancer cell lines do not correspond to the
levels established in tumors. An exception might be sFas mRNA levels in
colon carcinoma HTC116 cells which correspond to the levels observed in
colon tumors. The observed differences in tumor-associated mRNA isoform
levels between tumors and cell lines may, for different systems, reflect
specific splicing factor expression differences.

Table 6. Fas and Racl tumor-associated mRNA isoform expression profiles in colon,
gastric, kidney and pancreas cell lines

Gene
Organ Cell line Fas Racl
Fas sFas Racl Raclb
mMRNA mRNA mMRNA mMRNA
PANC-1 09+008 01+0.08 08+0.07 0.2+0.07
SUB686 09+0.10 0.1+010 09+0.04 0.1+£0.04
Pancreas

T3M4 09+0.08 01+008 09+0.05 0.1+£0.05
Capan-1 08+0.08 02+008 09+0.02 0.1+0.02
Embryonic kidney  HEK-293 0.7+0.08 03+0.08 0.8+0.02 0.2+0.02

Kidney 786-Q 06+006 04+006 09+0.02 0.1+0.02

CaKi-1 08+0.08 02+008 09+0.01 0.1+0.01
Gastric KATOIIl 0.8+005 02+0.05 0.9+0.03 0.1+0.03
Colon HCT116 0.7+0.05 03+005 09+0.03 0.1+0.03

Total Fas and Racl mRNA was accounted as 1
Hypoxia alters splicing of cancer-associated Fas gene

Hypoxia is one of the main characteristics of the microenvironment of
solid tumor cells. Recent studies have revealed that tumor genesis and
hypoxia involve large-scale alterations in alternative pre-mRNA splicing.
For this reason, studies of hypoxia-dependent pre-mRNA splicing and its
regulatory factors remain highly relevant in terms of controlling disease-
associated mRNA formation processes (3-5).
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Alternative Fas pre-mRNA splicing in different cell lines is hypoxia
dependent

Alternative Fas pre-mRNA splicing provides potentially important means
by which tumor cells avoid apoptosis in their hostile microenvironment. (6-
8). Fas pre-mRNA is alternatively spliced (Fig. 1, A). Therefore, we have
raised the question whether hypoxia could be the factor triggering changes in
alternative Fas pre-mRNA splicing which promotes anti-apoptotic sFas
mRNA isoform formation. Initially, for our studies, we used HCT116 cells
cultivated either under normoxic (21% O,), or under hypoxic (1% O,)
conditions. Under hypoxia, a shift in alternative Fas pre-mRNA splicing
emerged, which led to more abundant sSFAS product and less abundant FAS
product formation (Fig. 1, B and C, lane 2). Such results indicate that, in
HCT116 cells, Fas pre-mRNA alternative splicing is regulated by hypoxia,
in other words, it is hypoxia-dependent.

T S R R S N N S
T [1]2]3]4]5]6]7]8]¢]
o e anenna o
VT N/ |\ sres2ElEIST7T8Te]
N H C M - Fas
Fas == —— | 200 bp [ - sFas
sFas —_— o S
Total (Fas+sFas) 200 bp 3 e )
- ' o
MRNA | - 3 Teo
7 g
18S | = L300 bp §40
o
" 220
HE A | 130 ko2 g
55kDa |3 1 2
- EBpLE
N H

Figure 1. FAS pre-mRNA alternative splicing in HCT116 cells is regulated by hypoxia.
A — Schematic representation of FAS pre-mRNA and alternatively spliced FAS and sFAS
mRNA isoforms. B — Reverse transcriptase PCR (RT-PCR) results of Fas and sFas isoform
mRNA profile and total (Fas + sFas) mRNAs expression in HCT116 cells cultivated under
normoxic (21% O,) (N) and hypoxic (1% O,) (H) conditions. For Fas and sFas mRNA
isoform detection, the primer pair used in PCR was located in exon 5 and exon 7. 18S RNA
was used as PCR loading control. To verify the hypoxic conditions in the cells, HIF-1a
protein was detected, and B-actin was used as a protein loading control. C — Quantification of
the Fas and sFas mRNA isoform relative ratio from normoxic (lane 1) or hypoxic (Lane 2)
cells. The data represents means+SD from at least five independent experiments,*p<0.05
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The following step in our research was to investigate whether hypoxia-
dependent changes in Fas alternative pre-mRNA splicing are characteristic
of the HCT116 cell line, or they also appear in other cell lines. A set of cell
lines derived from various human organs, such as colon (COLO 205),
stomach (KATO IlI), kidney (Caki-1), embryonic kidney (HEK 293A),
pancreas (T3M4), cervix (HeLa) and lung (A549) were tested. RT-PCR
analysis showed a clearly visible increase in sFas MRNA isoform formation
induced by hypoxia in HEK 293A, T3M4, HelLa and A549 cell lines (Fig. 2,
A, Lanes 9-16). In order to verify RT-PCR results in the tested cell lines,
guantitative real time gPCR analysis (RT-gPCR) was performed (Fig. 2, B).

To facilitate separate detection of these two variants of FAS mRNA,
primers which allowed individual amplification of each isoform were
designed. RT-gPCR result analysis confirmed a hypoxia-specific increase in
sFas mRNA isoform formation across all the cell lines (Fig. 2, B).
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Fig. 2. Hypoxia changes Fas pre-mRNAs alternative splicing in a set of cell lines. A —
RT-PCR results of Fas and sFas mRNA isoform profiles in different cell lines cultivated
under normoxic (21% O,) (N) or hypoxic (1% O,) (H) conditions. B — Fas and sFas mRNA
isoform expression profile using reverse transcriptase quantitative real-time PCR (RT-gPCR)
analysis. RT-qPCR results were normalized to each individual B-actin value. Normoxic
expression levels of FAS and sFAS mRNA were set as 1 for each tested cell line (Lane 1 —
control lane). Hypoxic FAS and sSFAS mRNA expression levels were compared to the control
sample and visualized in one plot. The data represents meanstSD from at least five
independent experiments performed in triplicates, *p<0.05
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An especially high increase level in sFas mRNA formation was observed
in HCT116 (3-fold), T3M4 (7.7-fold), HeLa (3.6-fold) and A549 (4.4-fold)
cells (Fig. 2, B, lanes 2, 7, 8 and 9).

Racl pre-mRNA alternative splicing is hypoxia-independent

Subsequently, we raised a question whether hypoxia induces changes in
alternative splicing of other cancer-associated genes. We chose to analyze
Racl pre-mRNA alternative splicing (Fig. 3, A) since Raclb mRNA isoform
is produced by alternative pre-mRNA splicing, and Raclb protein expression
is enhanced in tumors (9). For this experiment, HCT116, HeLa, A549 and
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Fig. 3. Hypoxia does not change Racl pre-mRNAs alternative splicing. A — Schematic
representation of Racl pre-mRNA and two alternatively spliced mRNA isoforms (Racl and
Raclb). B — RT-PCR results of Racl and Raclb mRNA isoform profiles in HCT116, HeLa,
A549 and T3M4 cells cultivated under normoxic (21% O,) (N) or hypoxic (1% O,) (H)
conditions. C — Quantification of Racl and Raclb mRNA isoform relative ratio changes (N —
in normoxic cells; H — in hypoxic cells). Total Racl pre-mRNA was set at 100%. The data
represents means=SD from at least three independent experiments, *p<0.05
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T3M4 cell lines were chosen as they had the most evident hypoxia-
dependent changes in Fas alternative pre-mRNA splicing. RT-PCR analysis
revealed that hypoxic conditions did not have any influence on Racl
alternative mRNA isoform formation (Fig. 3, B and C).

Hypoxia reduces Fas protein levels across different cell lines

The fact that, under hypoxic conditions, alternative Fas splicing is shifted
towards sFas mRNA isoform production raised the question if the membrane
bound levels of the Fas protein are also affected by hypoxia. For this study,
we used four cell lines (HCT116, HeLa, A549 and T3M4), in which, the
highest increase in sFas mMRNA formation under hypoxic conditions was
detected. Western blot analysis with anti-Fas antibody showed that hypoxia
reduces membrane bound Fas protein levels across all the tested cell lines
(Fig. 4, A and C). The reduction of the Fas protein level in hypoxic cells
correlates with the observed changes in Fas pre-mRNA alternative splicing.

SPF45 and hnRNPAL protein expression in hypoxic cells does not
correlate with changes in Fas pre-mRNA splicing

SPF45 and hnRNPAL proteins are known to be involved in many
different pre-mRNAs alternative splicing regulations (10,11). These factors
also were identified as proteins, in the dose-dependent manner, regulating
alternative Fas pre-mRNA splicing in normoxic cells (12-14). We raised the
hypothesis that these specific splicing factors could be the major players in
hypoxia-dependent Fas pre-mRNA alternative splicing regulation. For such
studies, HCT116, HeLa, A549 and T3M4 cells were used. A comparison of
SPF45 expression analysis using anti-SPF45 antibody in cells cultivated
under normoxic or hypoxic conditions revealed that hypoxic conditions
differently change protein expression in the tested cell lines. A slight
decrease in SPF45 protein expression was detected in HCT116 and A549,
and a small increase of expression was observed in T3M4 cells (Fig. 4, B
and D). Similar results were obtained when anti-hnRNPAL antibody was
used for hnRNPAL1 cellular expression analysis (Fig. 4B and 4E).
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Fig. 4. Fas, SPF45 and hnRNPAL protein expression comparison between normoxic and
hypoxic HCT116, HeLa, A549 and T3M4 cells. A — Western blot showing Fas protein
expression levels in normoxic (21% O,) (N) and hypoxic (1% O,) (H) cells. B — Comparison
of SPF45 and hnRNPAL protein expression levels in normoxic (N) and hypoxic (H) cells by
using the Western blot method. Quantification of C — Fas, D — SPF45 and E — hnRNPA1
protein expression between normoxic and hypoxic HCT116, HeLa, A549 and T3M4 cells.
Protein expression in normoxia was set to 1 (Lane 1 — control lane). Lanes 2, 3, 4 and 5
represent protein expression changes in hypoxia-treated HCT116, HelLa, A549 and T3M4
cells, respectively, when compared to the control sample. Actin was used as the loading
control. The data represents meanstSD from at least three independent experiments,
*#*p<0.005; **p<0.01; *p<0.05

Reductions of SPF45 and hnRNPAL cellular protein levels in HCT 116
cells do not influence Fas pre-mRNA splicing

In order to test whether a greater reduction of SPF45 and hnRNP Al
cellular expression would have any influence on Fas pre-mRNA alternative
splicing in hypoxic cells, a CRISPR/Cas9 system was used (Fig. 5A and 5B).
Endogenous Fas pre-mRNA splicing analysis showed that the reduction of
splicing factor SPF45 cellular protein level did not affect Fas and sFas
mMRNAs formation ratio in CRISPR-SPF45-treated cells cultured either
under normoxic or hypoxic conditions (Fig. 5A and 5C). A reduction of the
splicing factor hnRNP A1 cellular protein level had no effect on Fas pre-
mRNA alternative splicing in hypoxic cells, either (Fig. 5B and 5D).
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Fig. 5. Reduction of SPF45 and hnRNPAL cellular protein levels does not influence Fas
pre-mRNA alternative splicing. A — Upper panel: RT-PCR results showing Fas and sFas
isoform mRNA profiles in normoxic (21% O,) (N) and hypoxic (1% O,) (H) wild type and
CRISPR-SPF45-treated HCT116 cells; Lower panel: SPF45 protein expression comparison
between wt and CRISPR-SPF45-treated HCT116 cells. B — Upper panel: RT-PCR results
showing Fas and sFas mRNA isoform profiles in wild type cells and CRISPR-hnRNPA1-
treated HCT116 cells; Lower panel: hnRNPAL protein expression comparison between wt
and CRISPR-SPF45-treated cells. 18S RNA and B-actin were used as loading controls.
Quantification of Fas and sFas mRNA isoform relative ratio changes in C — wt and CRISPR —
SPF45 or D — CRISPR-hnRNPAL1 treated cells. The data represents means+SD from at least
three different mutant cell lines and three independent experiments, *p<0.05
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DISCUSSION

Deep sequencing analysis of RNA allowed the detection of multiple pre-
MRNA splicing changes in the cells. This data underscores once again that
pre-mRNA splicing is a vital process which helps cells adapt to changing
environmental conditions (1,15). Altered expression of mMRNA isoforms has
been identified in a variety of tumors. The splicing pattern of specific
isoforms of numerous genes is altered as cells move through the oncogenic
process of gaining proliferative capacity while acquiring angiogenic,
invasive, anti-apoptotic and survival properties (16).

In this study, we analyzed the protein expression of splicing factors
U2AF65, U2AF35, SRSF1, SRSF2 and KHSRP in healthy and tumorous
gastrointestinal organ tissues. The study showed that, in gastrointestinal
tumors, the expression of splicing factors varies compared to healthy tissues.
The obtained data also corroborates the results presented in the literature:
studies performed by several different groups of scientists on breast,
prostate, brain, intestine, etc. tumors also showed changes in the expression
of various splicing factors (17,18).

In this work, we have shown that the expression of splicing factors
SRSF1, SRSF2, U2AF35, U2AF65 and KHSRP in pancreatic, colon and
gastric tumors decreased from 1.3 to 13.5 times compare to healthy tissues.
The expression of splicing factors U2AF35 and U2AF65 in gastric and
pancreatic tumors increased 2-fold. This data could be useful in the
differential diagnosis of gastric, pancreatic, and colon tumors.

Cell lines derived from various tumors represent a model system widely
used in experiments, especially in fundamental cancer biology and primary
drug testing studies. However, in clinical studies, some of the results
obtained in cell lines are not confirmed (19,20). It raises a question whether
cell lines are a suitable model system for the study of complex ontogenesis’
processes. Unfortunately, virtually total lack of data describing the
similarities and differences between tumors and their derived cell lines is
observed. In this study, a decrease in the splicing factor expression was
observed in all the tested cell lines compared to the non-cancerous HEK
293A cell line. These results are consistent with the data obtained by us in
gastrointestinal tumor tissues which also showed a decrease in the
expression of splicing factors. On the other hand, the expression of some
splicing factors found in the tissues of gastrointestinal tumors manifested a
decrease of up to 13 times. Meanwhile, the decrease in the expression of
splicing factors detected in the cell lines derived from the same tumors is
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only 2.6 times, and it does not correlate with the results determined in the
cell lines. The obtained data shows that the cell lines as a model system do
not fully reflect all the biological processes taking place in tumors.

Some publications suggest that changes in the expression of splicing
factors often lead to changes in the ratio of the formed mRNA isoforms.
Altered expression of mRNA isoforms was also found in tumors and other
pathological stages of the body (21,22). We analyzed pre-mRNA splicing of
cancer-associated Fas and Racl genes in gastrointestinal healthy and tumor
tissues as well as in cell lines derived from these tumors. This study revealed
that Fas and Racl pre-mRNA splicing in tumors varied if compared to
healthy tissues. The data showed an increase in the expression of tumor-
specific sFas and Raclb mRNA isoforms. These results correlate with the
results presented in the literature: an increased expression of sFas and Raclb
MRNA isoforms was found in various tumors (23-25).

As the next step, we compared the data of sFas/Fas and Raclb/Racl
mMRNA expression ratios obtained in tumors and in cell lines. Comparative
analysis showed that the expression of sFas and Fas mRNA isoforms in
tumors and cell lines differed. Specifically, the expression of Fas gene
mRNA in cell lines derived from gastrointestinal tumors is more similar to
that of mRNA isoforms found in healthy tissues rather than in tumors.
However, a comparison of the expression of Racl gene mRNA isoforms
revealed that the expression of Raclb and Racl isoforms in cell lines is more
similar to that of the same mRNA isoforms found in tumors.

A comparison of the expression of splicing factors and mRNA isoforms
in healthy tissues, cancerous tissues and tumor-derived cell lines
demonstrate that the tumor is a complex multilayered system. The regulation
of this system is dependent not only on genetic but also on cellular
environmental factors, such as hypoxia (26). In this study, we have
performed analysis of the mRNA expression of the Fas and Racl genes and
compared the results obtained in cells grown under normal and hypoxic
conditions. We have revealed that hypoxia, i.e., the altered
microenvironment, affects the Fas but not the Racl pre-mRNA splicing
process. It is likely that the changes in the formation of mRNA isoforms of
the Racl gene are due to tumor-specific genetic factors.

A number of authors also suggest that hypoxia is an integral part of the
microenvironment of some tumors (26-28), thus it is not surprising that
increased levels of soluble Fas have been detected in the blood serum of
patients with various types of cancer. This is also reflected in the studies of
this work: in various cell lines grown under hypoxia conditions, a decrease
in the full-length Fas receptor expression was observed when compared to
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cells grown under normal conditions. This hypoxia-regulated change in
alternative pre-mRNA splicing, which increases the expression of the sFas
MRNA isoform, explains how the process of alternative splicing helps the
cancer cell to avoid apoptosis and survive.

It has been shown that splicing factors hnRNPA1 and SPF45 can
individually regulate AS pre-mRNA exon 6 alternative splicing in a dose-
dependent manner in normoxic cells (11,29-31). Our results indicate that
hnRNP Al and SPF45 protein expression levels vary in all the four tested
cell lines. Additional studies showed that the small decrease in the
expression of splicing factors SPF45 and hnRNP Al found in HCT116 cells
did not affect oxygen-dependent FAS pre-mRNA exon 6 alternative splicing.
We did not find evidence that these factors, in a dose-dependent manner, are
involved in hypoxia-dependent Fas pre-mRNA alternative splicing
regulation. It cannot be excluded that additional, yet unidentified, splicing
factor(s) are needed for hypoxia-dependent Fas alternative splicing
regulation. Another possible explanation is that splicing factor modifications
change under hypoxic environmental conditions, which alters the splicing
factor’s activity (2,32,33).

Various tumors are characterized by altered expression of splice factors
and mRNA isoforms associated with oncological diseases (2,34-37). The
evidence generated from the study of alternative splicing events and their
role in different types of cancer promoted the development of various tools
with therapeutic purposes. The literature describes various compounds which
inhibit splicing or alter changes in mRNA expression for the treatment of
cancer (38,39). However, experiments in mice and clinical trials of certain
compounds delivered fairly contradicting results. For example, studies in the
cell lines of compounds which inhibit N-methyltransferases for the treatment
of oncological diseases showed that these compounds block the action of
splicing factor-modifying proteins. They alter the function of the splicosome
and influence the processes of splicing which take place in the cells.
However, clinical trials of N-methyltransferase inhibitors showed that the
efficacy of these drugs is extremely limited, and they do not function the
way they did in model cell line systems (40). Currently the growing body of
evidence in the literature states that the cellular microenvironment influences
other processes taking place in cells. The microenvironment influences DNA
methylation, transcription, pre-mRNA splicing, as well as translation
processes (41-45). It is therefore not surprising that compounds acting on the
pre-mRNA splicing process manifested only very limited activity in tumors.
To date, it is not entirely clear how the microenvironment affects the
processes taking place in cells. The data obtained in this work is expected to
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contribute to better understanding of the effect of the microenvironment on
the processes taking place in the cell and to explain the regulatory functions
of this effect. More detailed understanding of the regulation of processes in
hypoxic cells will not only lead to the development of more effective drugs
for the treatment of hypoxia-related diseases, but will also result in the
development of innovative diagnostic methods.
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CONCLUSIONS

Decreased expression of splicing factors SRSF1, SRSF2 and
KHSRP was observed in pancreatic, colon and gastric tumors
compared to healthy tissues. The expression of splicing factor
U2AF65 in pancreatic and colon tumors decreased and in gastric
tumors increased, while the expression of the splicing factor
U2AF35 was decreased in colon and gastric tumors and increased
in pancreatic tumors.

Increased expression of anti-apoptotic sFas mMRNA isoforms was
observed in the all examined tumors compared to healthy tissues,
while increased expression of Racl mRNA isoform was detected
in colon and gastric tumors.

3.The expression of splicing factors SRSF1, SRSF2, U2AF35,
U2AF65 and KHSRP in all examined gastrointestinal tumors cell
lines cultivated as monolayer, compared to the HEK 293A cell
line, decreases.

The expression of Fas and Racl mRNA isoforms in examined
gastrointestinal tumors cell lines cultivated as monolayer does not
correspond to the expression profile of these mMRNA isoforms
detected in tumors tissues.

Hypoxic microenvironment alters the expression of Fas mMRNA
isoforms in cell lines derived from gastrointestinal tumors, but the
expression of Racl mRNA isoforms is independent of hypoxia.

Expression of splicing factors SPF45 and hnRNP Al does not
depend on the hypoxic microenvironment in HCT116, HelLa, A549
and T3M4 cell lines.

Splicing factors SPF45 and hnRNP Al do not regulate the

formation of Fas gene mMRNA isoforms under hypoxic
environmental conditions in HCT116 cell line.
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SANTRAUKA

Onkologinés ligos iSlieka viena opiausiy visuomenés problemy, nes
sergamumas ir mir§tamumas nuo jy nuolat didéja tiek Lietuvoje, tiek visame
pasaulyje. Pastarojo deSimtmecCio atradimai suteiké daug vertingos
informacijos apie organizme vykstancius onkologinius procesus, taciau
akivaizdu, kad misy zinios $ioje srityje vis dar néra iSsamios. Pre-iIRNR
splaisingas yra labai svarbus geny raiska reguliuojantis procesas, tad niecko
keista, kad splaisingo pokyciai nustatyti daugelio jvairiy ligy, ypac
onkologiniy, atvejais. Taikomi naujausi RNR tyrimy metodai leidzia
nustatyti ne pavienius, o daugybinius lasteléje vykstancius pre-iRNR
splaisingo pasikeitmus. Remiantis §iais duomenimis, galima pabrézti, kad
pre-iRNR splaisingas yra lastelése vykstantis procesas, kuris Igsteléms
padeda prisitaikyti prie kintan¢iy aplinkos salygy. Pre-iRNR splaisingo
pokyciai tiesiogiai priklauso nuo $§j procesa reguliuojanciy splaisingo
veiksniy. Taciau su onkologinémis ligomis siejamo pre-iRNR splaisingo
poky¢iy priezastys ir juos lemiantys veiksniai néra iki galo iSstudijuoti.

Sios disertacijos tikslas - sveikuose ir navikiniuose virskinimo
trakto organy audiniuose bei i§ virskinimo trakto organy naviky iSvestose
lasteliy linijose atlikti splaisinga reguliuojanciy veiksniy ir su onkologinémis
ligomis siejamy iRNR izoformy raiskos tyrimg ir nustatyti, ar (kaip)
hipoksiné mikroaplinka lastelése veikia su onkologinémis ligomis siejamus
pre-iRNR splaisingo poky¢ius.

Darbe nuodugniai istirta su onkologinémis ligomis siejamy Fas ir
Racl geny pre-iRNR splaisingas ir §] procesa reguliuojanciy veiksniy
U2AF65, U2AF35, SRSF1, SRSF2 ir KHSRP raiska virSkinimo trakto
organy sveikuose ir navikiniuose audiniuose bei i§ virSkinimo trakto organy
naviky i$vestose lasteliy linijose. Siame darbe nustatyti skirtingi splaisingo
veiksniy baltymy ir su onkologinémis ligomis siejamy iRNR izoformy
raiSkos profiliai parodé, kad i§ naviky iSvestos lasteliy linijos skiriasi tiek
nuo sveiky, tiek nuo navikiniy audiniy. Sie rezultatai leidZia patvirtinti, kad
lasteliy linijos, kaip modeliné sistema, ne iki galo atspindi visus navikinése
lastelése vykstanCius biologinius procesus. Moksliniame darbe atlikti
hipoksinés mikroaplinkos poveikio pre-iRNR splaisingui tyrmai parodé, kad
hipoksija skirtingose Iasteliy linijose keic¢ia Fas pre-iRNR alternatyvyji
splaisingg ir didina antiapotozinés sFas iRNR izoformos raiska. Tac¢iau Racl
pre-iRNR splaisingas nuo hipoksijos nepriklauso. Tikétiniausia, kad Racl
geno iRNR izoformy susidarymo pokycius lemia navikui buidingi genetiniai
veiksniai. Taip pat darbe parodyta, kad splaisingo veiksniai SPF45 ir hnRNP
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Al hipoksinémis aplinkos salygomis Fas geno iRNR izoformy susidarymo
neveikia.

Sie rezultatai suteikia naujy ziniy apie tai, kokia jtaka lasteliy
hipoksiné mikroaplinka daro su onkologinémis ligomis siejamy iRNR
raiSkai. Pasinaudojant Siais duomenimis ir jvertinus hipoksinés
mikroaplinkos poveikj, lasteliy modelinése sistemose bus galima sukurti
augliy mikroaplinka maksimaliai atitinkancias salygas. Tik tinkamai parinkta
pradiniy tyrimy modeliné sistema yra sékmingy naujy antivéziniy terapijy
pagrindas. Taip pat gauti rezultatai yra labai vertingi siekiant kontroliuoti su
ligomis siejamy iRNR susidarymo procesus ir taip uzkirsti kelig jvairiems
patologiniams procesams.
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Acii vyrui ir vaikams uz jy kantrybe ir supratingumgq, uz visus tuos
kartus, kai darbas buvo svarbesnis... Tik Jiisy déka galéjau pasiekti tai, kg
turiu. Acia broliui uz tai, kad nuo tada, kol save pamenu, iki Siol yra
iStikimiausias mano sqjungininkas.
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