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1. WSTEP

1.1. Rak szyjki macicy

Pomimo postpujacych prac nad skuteczéwg i powszechnsérig profilaktyki raka
szyjki macicy nawiecie w dalszym aegu stanowi on istotny problem medyczny.

Rocznie notuje giokoto 500 000 zachorowra 250 000 zgonow z powodu raka szyjki
macicy [1]. Rak ten jest jednym z najéeiej wystpujacych nowotworéw naedow
ptciowych u kobiet w Polsce. Kkdego roku notuje siokoto 4000 nowych przypadkéw z
czego okoto 2000 kobiet umiera [2]. Wysoka zach@lowé¢ na raka szyjki macicy w Polsce,
poréwnywalna z zachorowalfmia w krajach trzeciegdwiata ma swoje uzasadnienie. Na
pierwszy plan wysuwa sirozpowszechnienie czynnikow ryzyka rozwoju rakglsanacicy,
ktore g stosunkowo dobrze poznane i opisane. Do czynnikpdéwnych zalicza st
zaka&enie wirusem brodawczaka ludzkiegmng. — human papiloma viru$iPV 16, 18, 31,
33, 45, wiek, palenie papieros6w, immunosugtesyczesne rozpoeeie wspotycia
piciowego, dua liczba partnerow piciowych [3], wielokrotne poyod4], niski status
socjoekonomiczny, CIN2 i CIN3 w wywiadzie. Do czykdw sprzyjagcych maemy
zaliczy¢ rowniez: wieloletnie stosowanie hormonalnych lekéw antyéepryjnych, diet
ubogy w antyoksydanty, exste stany zapalne pochwy wywotane prz€hlamydia
trachomatis Neisseria gonorrhoeaeraz zakaenia wirusami HIV, CMV, EBV i HSV 2 [5]

1.2.Wirus brodawczaka ludzkiego — HPV

Wirusy brodawczaka ludzkiego nadedo matych, nagich wirusow DNA, z kolistym
genomem wielkéci okoto 8000 par zasad (pz). Dotychczas poznammdodk00 typow wirusa
HPV zgrupowanych w 16 grup z czego okoto 30 typapawiada za infek¢j narzadow
moczowe-piciowych  [6,7].  Wirusy  odpowiedzialne za infekcj narzdow
moczowa-ptciowych dziej sie na 3 grupy:

— wirusy niskiego ryzyka (np. HPV 6, 11, 40, 42, 48, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108),

— wirusysredniego ryzyka (np. HPV 26, 53, 66),

— wirusy wysokiego ryzyka (np. HPV 16, 18, 31, 38, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
73, 82).

W kolistym genomie wirusa maa wyr&ni¢ 3 regiony: region kodagy biatka fazy
wczesnej (E1-E7), region kodgy biatka fazy ponej (L1 i L2) oraz region regulatorowy
(RR) (Rycina 1) [8].
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Rycina 1. Struktura kolistego genomu wirusa HPV-EZI-biatka fazy wczesnej, L1-L2

biatka fazy pénej, RR- region regulatorowy.

Biatka fazy wczesnej aktywowane gko pierwsze po wnikaciu wirusa do komorki
gospodarza. Biatko E1 bierze udzial w replikacjirusa oraz jest odpowiedzialne za
podtrzymanie genomu wirusa w postaci episomu. Bi&R jest kofaktorem replikacji wirusa
oraz reguluje proces transkrypcji wirusowego DNAaiB E4 wplywa na replikacje i
dojrzewanie wirusa natomiast biatko E5 poprzez @dgwanie z receptorami komorki
gospodarza wptywa na adhezj ruchliwos¢ komorek oraz sygnalizacjkomérkowy [9].
Gtéwnymi biatkami onkogennymi wirusa HPVa €6 i E7. Bialka te odpowiadgjza
uniesmiertelnienie komorki gospodarza poprzez oddziatyeaz biatkiem p53 oraz Rbl
[10,11]. W komoérkach nablonkowych ubikwityamalezna degradacja biatka p53
kontrolowana jest przez biatko MDM. Natomiast w komorkach zainfekowanych wirusem
HPV bialko MDM-2 zasgpowane jest przez kompleks biatkowy nazwany-A8 (ang.
cellular E6-associated prote)n[12]. Zasapienie biatka MDM-2 przez E6AP skraca okres
poéttrwania biatka p53 oraz znago zmniejsza jego k8 w komodrkach zainfekowanych
wirusem HPV [12]. Biatko E6 stymuluje tai aktywnd¢ telomerazy, co w petzeniu z
inaktywacp biatka p53 skutkuje undeniertelnieniem zainfekowanych komorek [13,14].
Natomiast biatko E7 poprzez oddziatywanie z biatkieb-1 uwalnia czynnik transkrypcyjny
E2F indukugcy ekspresgj gendw zaangawanych w proces proliferacji komorkowej [15,16].
W koncowym etapie cyklwyciowego wirusa ekspresji ulegageny kodujce biatka fazy

pdznej. Geny te kodgjwicksze (L1) oraz mniejsze (L2) biatko kapsydu [8].



Wirusy posiadaj takze zdolng¢ regulacji ekspresji wkasnych genéw poprzez zmiany
w metylacji DNA zainfekowanej komorki. Biatka wirasv sposéb pwedni i/lub bezpéredni
zmieniag wzoOr metylacji sekwencji promotorowych genow kokiogospodarza. Biatka
kodowane przez te geny wplywapa proces apoptozy, cykl komorkowy, napgaldNA,
sciezke sygnalizacyjs WNT oraz inne procesy [17].

1.3. Ocena wymazow cytologicznych za pomgsystemu Papanicolau oraz
Bethesda

Pierwsza skala oceny wymazOw cytologicznych z $zyjkacicy zostata
zaproponowana w 1942 roku [18]. Wprowadzenie systdPapanicolau do programu
profilaktyki raka szyjki macicy na szeroka skaspowodowato okoto 50% obt@nie
zachorowalnéci i 70% umieralnéci na raka szyjki macicy. Podstawego systemu jest
badanie cytologiczne rozmazéw ze©@ pochwowej szyjki macicy pozwalgje oceni czy
zluszczajce s¢ komorki @ prawidtowe czy patologiczne. W rozmazach oprocméwek
nabtonkowych pochodeych z tarczy i kanatu szyjki macicy, a niekiedywea z jamy
macicy, wyst¢puja tez komorki nienabtonkowe (np. krwinki czerwone, limfay, komorki
zapalne), komérki martwicze i resztki cytoplazmyrgiwpgce tto rozmazéw. Ocena tla
rozmazéw ma znaczenie pomocnicze i ulimga uscislenie rozpoznania cytologicznego.
Obecna¢ komorek nieprawidtowych (atypowych) na tzw. "czyst tle mae swiadczy o
procesach przedinwazyjnych (wczesnych), natommst tbrudne” tto mee by rezultatem
bardziej zaawansowanego stadium. Qcerymazow cytologicznych zgodnie z systemem

Papanicolau przedstawiono w Tabeli 1.



Tabela 1. Charakterystyka wymazdw cytologicznycsystemie Papanicolau [18].

SYSTEM PAPANICOLAU

w rozmazie stwierdza ¢iprawidtowe komorki powierzchownych warstw
Grupa | nabtonka wielowarstwowego ptaskiego tarczy szyjkiacmy, komorki
gruczotowe z kanatu szyjki oraz pojedyncze komadpalne

w rozmazie obok komérek z grupy | wygtija liczne komorki zapalne,
komorki nabtonkowe wykazege zmiany zwyrodnieniowe oraz komorki

Grupa ll 3 ) . o .
pochodace z procesOéw regeneracyjnych; w grupie tej nieiestlza st
komorek dysplastycznych czy nowotworowych

Grupa Ill w rozmazie widé komorki z cechami dysplazji mategaedniego lub diego
stopnia

Grupa IV w rozmazie wysipuja komorki o cechach raka ptaskonabtonkowego

przedinwazyjnego

w rozmazie wysipujs komorki nowotworowe odpowiadgje rakowi
Grupa V. plaskonabtonkowemu naciekagmu szyjki macicy lub innemu nowotworowi
ztosliwemu szyjki lub trzonu macicy

System Papanicolau pozwala na wykrycie w rozmazmdiek nowotworowych
pochodacych z szyjki, a czasem i z jamy macicy. ju bardzo wczesnym stadium. Jediak
wartas¢ tej metody zaley od umiegtnosci oceny i interpretacji zmian morfologicznych oraz
prawidtowej klasyfikacji zmian. Pomimo nigtpliwych korzyéci jakie przyniosto
zastosowanie systemu Papanicolau w profilaktycelagicznej raka szyjki macicy, obecnie
uwaza St go za niedoskonaly ze wzglu na zbyt wysoki odsetek wynikow fatszywie
negatywnych, ocenianych na 20%. Pomimo niedoskéciasgstem ten wykorzystywany jest
nadal w wielu érodkach.

W roku 1988 Narodowy Instytut Onkologii USA w Betidaa zaproponowat
wprowadzenie nowych zasad opisywania wynikow cyiionych [19]. Zasady te ngphie
modyfikowano w 1991 i 2001 roku [20]. System Betteesliminuje b}dy metodyczne
popetniane w trakcie pobierania materialu. W systetym wymaz kwalifikuje s pod

wzgledem jakdci materiatu jako nadagy si lub nieodpowiedni do oceny oraz uwgtdhia
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sie obecnéc¢ zakaenia wirusem HPV. Na podstawie wieloletnich badabserwacji odkryto
silny zwigzek medzy obecnécia zakaenia wirusem HPV, a dysplazpiskiego stopnia. Stan
ten okrdla sk w systemie Bethesda jako zmgarodnabtonkow niskiego stopnia- LSIL
(ang. low grade squamous intraepithelial lesjoWymaz cytologiczny opisany jako LSIL
mowi o prawdopodobnym wplywie zatenia wirusem HPV na morfolagi komorek
nabtonka wielowarstwowego ptaskiego. Stan takiwyenaga natychmiastowej weryfikacji
patomorfologicznej. W przypadku obednbzmian na tarczy szyjki macicy wykonujeg si
badanie powierzchni tarczy za pomospecjalnego mikroskopu (badanie kolposkopowe).
Przy satysfakcjonggym obrazie kolposkopowym badanie cytologiczne poxé s¢ po 6 i
12 miesgcach. Po uptywie 12 miegly wskazane jest tak wykonanie oznaczenia obegaoio
DNA wirusa HPV 16. Jeeli obraz cytologiczny opisywany jako LSIL utrzyrewge powyzej
12 miesgcy oraz potwierdzono diagnostycznie obegnaakaenia typem onkogennym
wirusa HPV 16 naley ponowie wykoné badanie kolposkopowe i ewentualhiopsg do
weryfikacji patomorfologicznej. Naky rowniez pamketac, iz 80 % zakaenh HPV i 80% CIN |
ulega samoistnej regresji w okresie 12-24 mms[4].

Jezeli obraz cytologiczny zostanie zakwalifikowany gakmianasrodnabtonkowa
duzego stopnia— HSLI (ang. high grade squamous intraepithelial lesjowskazana jest
natychmiastowa weryfikacja patomorfologiczna na gtadie pobranych, celowanych
wycinkOw ze zmian na tarczy szyjki macicy. Obratobygiczny sygnalizujcy cechy HSIL
nalezy interpretowa jako obecné& zmian komérkowych wynikagych z trwatego zakania
typem onkogennym wirusa HPV utrzymoggo s¢ w latach poprzedzagych aktualne
badanie.

Stanem przedrakowym dla szyjki macicy jest dysplakjorn okreila sk mianem
wewnmgtrznabtonkowej neoplazji szyjki macieyCIN (fac. cervical intraepithelial neoplasja
Wyréznia sk trzy stopnie dysplazji szyjki macicy (Tabela 2,ditya 1) maty (CIN I)sredni
(CIN 11) i duzy (CIN 1) [21].
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Tabela 2. Charakterystyka dysplazji szyjki mac2y][

cervical intraepithelial neoplasia- CIN

CIN | CIN I CIN 11

- proliferacja niedojrzatych - proliferacja niedojrzatych - niedojrzale komorki na calej

komoérek ograniczona do dolnej 1/&omérek ograniczona do dolnych wysokaici nabtonka

nabtonka 2/3 nabtonka - nabtonek pogrubiaty

— zachowana polargé komoérek — komorki warstw - catkowicie zaburzona

we wszystkich warstwach powierzchniowych wykazdgjcechy architektura nabtonka

- nieliczne mitozy u podstawy dojrzewania - liczne, czsto patologiczne
nabtonka - obecny polimorfizmgder mitozy

- niewielki polimorfizm pder komorkowych - czesty silny polimorfizm jder
komérkowych komérkowych

— mozliwa obecné¢ koliocytozy

tkanka zmiany rak
prawidtowa srédnabtonkowe inwazyjny

cervical intraepithelial neoplasia (CIN)

GNI . CINH CINm

%:a.‘.’aaaaf'gacc RN ARk

R E6
L J
o integracja DNA wirusa z DNA komérki
UL KrR g e
H‘ H
e DNA “ 7 iona
DNA wirusa komérki komérki

tkanka prawidtowa CINI CINII CIN Il

www.commons.wikimedia.org

Rycina 1. Infekcja wirusem HPV oraz histologiczriyaz dysplazji szyjki macicy
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Dysplazje matego stopnia bardzogsto wynikaj z obecnéci zakaenia wirusem
brodawczaka ludzkiego, przy czym 80% dysplazji alsgmoistnej regresji w czasie kilku
mieskcy. Autoregresja dysplazji matego stopnia gaina jest z cykleniyciowym wirusa
brodawczaka ludzkiego. W wkszaci przypadkow zakaenie wirusem HPV ulega
samoistnej eliminacji bez leczenia, szczegolnis@bantodych z wysoce sprawnym uktadem
immunologicznym. Zakeenie utrzymujce s¢ przez 12 miescy i diuzej, wywotane typem
onkogennym wirusa daje zie rokowanie dla pacjentdi. pacjentek z zaka&niem
utrzymupcym st powyzej 12 miesicy wysepuje najweksze ryzyko progresji do dysplazji
dwzego stopnia, a w dalszej perspektywie inicjacjicesu nowotworzenia. Dysplazja szyjki
macicy mae utrzymywa sie przez wiele lat, a rozwéj raka szyjki macicy z plggji trwa
przecetnie od 3 do 10 lat [4]. Natomiast od zakaia wirusem brodawczaka ludzkiego do

rozwoju dojrzatego nowotworu me mirgé okoto 15 lat [4].

1.4. Klasyfikacja kliniczna raka szyjki macicy

Zdecydowana wksza¢ wykrywanych co roku przypadkéw raka szyjki maciey
Polsce charakteryzuje eszaawansowanym stopniem Kklinicznym. Wczesne pastagka
szyjki macicy kwalifikowane do stopnia Il A wg kig&acji Mi¢dzynarodowej Federacji
Ginekologii i Potanictwa — FIGO (@ng. International Federation of Gynecology and
Obstetricg (Tabela 3) stanowitylko okoto 30% wszystkich rozpozfhaWedtug raportéw
National Cancer Institute wskaik przezy¢ piecioletnich pacjentek z rakiem szyjki macicy w
| stopniu zaawansowania klinicznego &aiesic w granicach 80% 96%. Warté¢ wskanika
przezy¢ piecioletnich obnta st dla kobiet z rakiem szyjki macicy w I, 1l i 1Vtgpniu
zaawansowania Klinicznego i wynosi odpowiednio 65%9%; 40%— 43% i 15%- 20%
[22].

Najczstszym typem histologicznym raka szyjki macicy jemt ptaskonabtonkowy
(tac.: carcinoma planoepitheliale cervicis uterDrugim co do cgstasci wystepowania jest
gruczolakorak szyjki macicytgc. adenocarcinoma cervicis utgriwysepujacy w kilku
odmianach tac. adenocarcinoma mucisnosum endocervicalac. adenocarcinoma
endometrioidestac. adenocarcinoma clarocellularéac. carcinoma adenosquamosufa3].
Niewielka czgs¢ rakdéw szyjki stanowi guzy o zr@nicowaniu neuroendokrynnym (rak
drobnokomérkowy). Nowotwory zitiwe pochodzenia nienabtonkowegplsardzo rzadkie w
szyjce. Sp&od nich  spotyka 8i  przede  wszystkim  mdniakomisaka

prazkowanokomoérkowego zarodkowegiad. rhabdomyosarcoma embryonalac. sarcoma
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botryoide3, guza mieszanego Zavego ¢ac. tumor mixtus malignys chtoniaki ztgliwe z

komoérek B.

Tabela 3. Klasyfikacja kliniczna stopnia zaawansaaaaka szyjki macicy wedtug FIGO

(2009 r.).

Stopien
Zaawansowania

Opis

Stopien | Nowotwoérscisle ograniczony do szyjki macicy
Stopier IA Rak inwazyjny rozpoznawany vagznie mikroskopowo, gbokas¢ naciekanias5
mm isrednica zmiany7 mm
IA1 Glebokai¢ naciekania paitieliska<3mm isrednica zmiany7 mm
IA2 Glebokas¢ naciekania paitieliska >3mm i nie wicej niz 5Smm,$rednica zmiany7
mm
Stopia IB Zmiany widoczne klinicznie ograniczone do szyjkiaieg lub raki w stadium
przedklinicznym ale vgksze od 1A
IB1 Klinicznie widoczna zmiang4cm
IB2 Klinicznie widoczna zmiana >4cm
Stopien Il Rak przechodzi poza szygknacicy, lecz nie dochodzi doian miednicy, nacieka
pochwe, ale tylko gérne 2/3 jej diugoi
Stopie 1A Bez naciekania przymacicz
IIA1  Klinicznie widoczna zmiang4cm
[IA2 Klinicznie widoczna zmiana >4cm
Stopier 11B Nacieki przymacicza, niedochagz do kdci miednicy (bez lub z naciekiem
pochwy)
Stopien Il Rak dochodzi décian miednicy i/lub naciek pochwy obejmay jej dolrg 1/3
dtugdéci i/lub powoduje wodonercze lub przypadki nieczgnnerki*
A Naciek pochwy obejmugy jej dolry 1/3 dtugdci, nie dochodzi décian miednicy
B Rak dochodzi décian miednicy (bez lub z zgjiemscian pochwy), i/lub obecré
wodonercza lub nieczynnej nerki.
Stopien IV Przejcie raka poza teren miednicy mniejszej lulyeij (potwierdzone badaniem
biopsyjnym)sluzéwki pecherza moczowego lub odbytnicy
IVA Naciekanie nargd6w gsiednich
VB Odlegte przerzuty

* — wszystkie makroskopowo widoczne zmiany, nawekzeEzce st powierzchownie, gklasyfikowane jako
IB. Zajecie przestrzeni naczyniowejylnej lub limfatycznej, nie zmienia stopnia zaawamania.

** —w badaniu przez odbytrigiie stwierdza giwolnej przestrzeni mizy naciekiem a ki@ia miednicy.
Wszystkie przypadki wodonercza lub nieczynnej neskie nie jest znana innaznowotworowa przyczyna

tego stanu.
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1.5. Wplyw c&nienia parcjalnego tlenu na proces kancerogenezy

Kancerogeneza jest zonym procesem, w Kktory zaarmgavany jest szereg
czynnikdw zaréwno genetycznych jak i epigenetychnj@d]. Umazliwiajg one komorkom
nowotworowym nabycie nowych cech,znigcych je od komorek prawidtowych. Komorki
rakowe staj sie odporne na dziatanie inhibitorbw wzrostu, prolifgr przy braku
egzogennych czynnikbw wzrostu, zahamowany zostajeces apoptozy, nabywgaj
nieograniczony potencjat replikacyjny poprzez akdgwy telomerazy, wyspuje w nich
nieprawidtowa angiogeneza, cechuje je inwaz§¢nadolnc¢ do tworzenia przerzutow [25].

Istotnym czynnikiem w rozwoju ogniska nowotworowegotym raka szyjki macicy,
jest hipoksja [26]. Hipoksj nazywamy niedobor tlenu w tkankach powsgtgjw wyniku
zmniejszonej dyfuzji tlenu z ptuc (hipoksja hipoksezna) lub zaburzeniami transportu tlenu
przez krew do tkanek (hipoksja ischemiczna). W tkaprawidtowej stzenie tlenu wynosi
okoto 7% (53 mmHg), natomiast w tkance nowotworowagha s w granicach od 7% do
ponizej 1% [27]. Zwhzane jest to z obectwg szybko dzigjcych s¢ komorek
nowotworowych, ktore cechuje staby rozwdj nackywionasnych, co przy perfuzji tkanki
przez tlen na gbokas¢100-180um [28] uniemidiwia to prawidtowe zaopatrzenie wszystkich
komorek w dostateczrilos¢ tlenu oraz sktadnikdéw agwczych [29-31].

Kazdy organizm posiada zdolfm adaptacyjne unmiwiajace przystosowanie
komorek i tkanek do niskiegosdiienia parcjalnego tlenu. Kluczowym elementemazanym
z adaptag organizmu do niskiego gtenia tlenu jest czynnik indukowany hipokst HIF
(ang. Hypoxia Inducible Factdr Niska ilg¢ tlenu w tkance nowotworowej sprzyja
stabilizacji biatka HIFe [31], ktore stymuluje komoérkérodbtonka do migracji w okolice
rozwijajagcego s¢ nowotworu i tworzenia nowych naazykrwionasnych. Naczynia te
tworzone g w spos6b chaotyczny uniemioviajgc prawidtowe zaopatrzenie komorek w tlen i
sktadniki odywcze [30,31] i jest przyczyn narastajcej hipoksji. Podwyszory ilos¢
czynnika HIF obserwuje siw okoto 53% wszystkich nowotworéw [32],$md ktorych
mozna wymiené raka okeznicy, zotadka, trzustki, ptuc, jajnika, prostaty, nerek, cuaka
[32], macicy, piersi, glowy i szyi [33]. Wysoki pmm HIF w komérkach raka bezgrednio
wigze sk ze zwekszony ich odpornécia na radio- i chemioterapie [34] oraz ma wplyw na ic
ztosliwos¢é 1 przerzutowéé [28]. Poniewa hipoksja jest jednym z najbardziej
rozpowszechnionych markeréw zwanych z rozwojem nowotworow nale bra¢ ja pod
uwag przy prognozowaniu stanu pacjenta, azéakako potencjalny element zygany z
leczeniem [35,36]. Obecnie prowadzong istensywne poszukiwania nowych zzkow

mogcych specyficznie blokowaczynnik HIF w warunkach hipoksji. Zgzki te mog byc
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potencjalnie wykorzystywane w skojarzonej terapageiwnowotworowej i wykorzystane do
obnizenia potencjalu proliferacyjnego komoérek nowotwoyoty, zwikszapc szanse

pacjentow w walce z nowotworami.

1.6. Czynnik indukowany hipoksp — HIF

HIF jest heterodimerycznym czynnikiem transkrypgymo strukturze helisa-sir
helisa — bHLH @ng. basic helix-loop-hel)x nalezacym do rodziny biatek Per-ARNT-Sim
(PAS) [37]. HIF skiada giz jednej z 3 wrdiwych na s¢zenie tlenu podjednostek(HIF-1a,
HIF-2a, HIF-30) oraz z wspolnej, uleggjej konstytutywnej ekspresji podjednostkiHIF-3)
(Rycina 2).

Pro402 Pro564 Asp803
y y 1
HIF-1q 8262 bHLH | [PAS] |ODD
Pro405 Pro531 Asp851
y y 1
HIF-2¢ 87022 bHLH | [PAS]  |oDD
HIF-3a] 66722 bHLH | [PAS| |ODD L-Zip
HIF-30.2 63222 bHLH | [PAS| |ODD
HIF-3 78922 bHLH | [PAS| [ caD |

Rycina 2. Budowa i struktura HIF-1/2/3oraz HIF. Cechy wspdlry dla wszystkich
przedstawionych biatek jest wypbwanie domeny bHLH oraz domemAS. Dodatkowo
czynnik HIFo posiada dwie domeny: OD[arfg. oxygen-dependent degradation dorain
oraz N-terminalp domer transaktywacyjm — NTAD (ang. N-terminal transactivation
domain. C-terminalna domena transaktywacyp& TAD (ang. C-terminal transactivation
domain) obecna jest w czynniku HIF-X2i HIF-B. Strzatkami oznaczono pozycj

aminokwasow (Pro i Asp) ulegaych hydroksylaciji.
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Heterodimery HIF-&/B i HIF-20/B petnig rol¢ aktywatorow transkrypcji dla genow
indukowanych niskim sgeniem tlenu. Funkcja podjednostki Hle-3ie jest do kaca
poznana i jasna. Podjednostka ta ma kilka wariarggheingowych, z ktorych jedynie dwa
mog petnic okreslone funkcje (Rycina 2). Przyjmujecsiiz jej krétki wariant splicingowy
okreslany jako IPAS @ng. inhibitory PAS prote)npetni rok represora transkrypcji [38,39].
Podczas gdy geHIF-1A ulega ekspresji w wkszaci tkanek, ekspresjdIF-2A ograniczona
jest gtébwnie do hepatocytow, kardiomiocytéw, komkdgdejowych, pneumocytéw typu 11 i
komorek srodbtonka [40]. Natomiast ekspresja geHUF-3A ograniczona jest do oka i
maozdzku [27]. Podjednostk@ ulega konstytutywnej ekspresji w ekszacci tkanek i znana
jest take jako ARNT &ng. aryl hydrocarbon nuclear translocajqs1].

Jako kluczowy element regudgy homeostaz tlenowy, biatko HIF-lo utatwia
komérce adaptagjdo warunkéw niskiego stenia tlenu. Adaptacja ta zaviana jest z
regulacy ekspresji genow zaangavanych w komodrkowy metabolizm energetyczny,
transport glukozy, angiogengzerytropoez, metabolizmzelaza, regulagj pH, apoptog,
proliferacg komoérek oraz interakcje komordeomorka i komorkamacierz komorkowa [41].

Dotychczas opisano okoto 70 gendw regulowanychzpne¢ero-dimer biatka HIF (Tabela 4).

Tabela 4. Niektére geny aktywowane czynnikiem tkayjscyjnym HIF, posiadage element

odpowiedzi na hipoksjw sekwencji promotora.

GENY AKTYWOWANE CZYNNIKIEM HIF

metabolizm metabolizm wzrost komorki inne szlaki
tlenowy komorkowy i apoptoza metaboliczne
NCBI literatura | NCBI literatura | NCBI literatura | NCBI literatura
EPO 42 ALDOA 42,57 IGFBP1 66 CITED2 82
FECH 43 GAPDH 58,59 TGFB3 67 ID2 83
ABCG2 44 PGK1 42,57 ENG 68 ETS1 84
TF 45 ENO1 42 57 CTGF 69 DEC1 85
TFRC 46,47 PFKFB3 60,61 TFF3 70 DEC2 85
CP 48 PFKFB4 62 NT5E 71 ITGB2 86
VEGF 49,50 CA9 63 CXCL12 72 HSP90B1 87
FLT1 51 GPX3 64 CXCR4 73 FURIN 88
LEP 52,53 MDR1 65 MET 74 MMP14 89
NOS3 54 TERT 75,76 EGLN1 90
EDN1 55 BNIP3 77 EGLN3 91
SERPINE1 56 PMAIP1 78
PPP5C 79
MCL1 80
NPM1 81
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Geny te posiadgjw swoim promotorze jednlub kilka, utazonych tandemowo,
sekwencji 5-CGTG-3’, zwanych elementami odpowiedai hipoks — HRE @ng. Hipoxia
Respond Elemenf92]. HRE g niezlzdne do aktywacji ekspresji genu przez biatko Hizyp
czym nie wszystkie sekwencje HRE &unkcjonalne. Dotychczas nie udatce s pelni
pozn& i wyjasni¢ dokladnego mechanizmu, ustisviajacego rozpoznanie czynnikowi HIF
funkcjonalnego i niefunkcjonalnego miejsca HRE wrebie promotora. Wiadomoziw
promotorach niektérych gendéw, w odlegio 8 nukleotydow od sekwencji HRE,
zlokalizowana jest sekwencja pomocnicza dla HFFHAS (@ang. HIF-1 Ancillary Sequenge
[93]. Z drugiej strony sekwencja HAS nie jest oleeam promotorach wszystkich genow
aktywowanych przez czynnik HIF-1, dlatego przypusest, iz musz istnie¢ dodatkowe
czynniki transkrypcyjne, ktore wig sic w sgsiedztwie sekwencji HRE. Dotychczas opisano
interakcg z czynnikami ATF-1, CREB1 [94,95] czy AP-1 [96].

Istotny wptyw na prawidtowe rozpoznanie HRE mejwniez nukleotydy znajdujce
sic bezpdrednio w gsiedztwie sekwencji 5-CGTG-3'. Przypiggj pozycg +1 dla
nukleotydu C w sekwencji 5-CGTG-3’ kluczowe znageemay pozycje -1, -2, -3, -5 oraz
+5. Poréwnujc sekwencje promotorowe 107 gendéw wykazanoukleotyd A wys¢puje 4,5
razy czsciej w pozycji -1 i 1,8 razy eZciej w pozycji -2, nukleotyd T wyspuje 4,2 razy
czesciej w pozycji -3 i 2 razy cgciej w pozycji -5 natomiast nukleotyd C wytije 1,7 razy
czesciej w pozycji +5 [92]. Roéwnie metylacia DNA mae by zwigzana z brakiem
funkcjonalndci niektorych HRE poniewasekwencje HRE znajdwjsie czesto w obebie
wysp CpG, a metylacja cytozyny we uniemaliwié¢ zwigzanie s¢ czynnika HIF do

sekwencji HRE w promotorze [97].

1.7. Normoksja

W warunkach dostatecznej 4o tlenu w komorce (normoksji) biatko HIFelulega
hydroksylacji i tworzy kompleks z biatkiem VHL,eacym czscig kompleksu E3 ligazy
ubikwitynowej, co prowadzi do jego proteosomalnepiadacii [98], a tate uniemaliwia
zZwigzanie s¢ aktywatorow transkrypcji CBP/p300 zapobiegaj aktywacji gendéw
indukowanych hipokgj(Rycina 3) [99,100].
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CBP/p300
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ublletyno zalezna
degradacja w proteosomie

Rycina 3. Destabilizacja biatka HIF-1/2/8varunkach normoks;ji (+ £) oraz stabilizacja i
transkrypcyjna aktywacja ekspresji genéw w waruhkiaipoksiji (- Q).

Podczas normoksji w biatku HIFelhydroksylacji ulegaj reszty Pré®? i Pro®
natomiast w biatku HIF-@ reszty Pr&® i Pr*’, zlokalizowane w zal@ej od tlenu domenie
degradacyjnej- ODD (Rycina 2) [41] oraz reszty asparaginianowen®®&s (HIF-1a) i
Asn®®Y(HIF-2¢) C terminalnej domeny transaktywacyjnej podjedkios{99] (Rycina 2,3).

Za hydroksylagj reszt prolinowych odpowiedzialneg shydroksylazy prolinowe
(EGLN) [39,101], natomiast hydroksylacieszty asparaginianowej katalizuje hydroksylaza
asparaginianowa (FIH) [99,100]. Do rodziny hydrdkgy prolinowych zaliczamy
hydroksylaz prolinowg 1, 2, 3 (EGLN1, EGLN2, EGLN3) [102,103], ktore géga ekspresiji
w wiekszaci organow. Zidentyfikowano tak czwarte biatko nalgce do rodziny
hydroksylaz prolinowych PH-4 wptywagge na funkgj biatek HIF-1o i HIF-2a [104].

Kazda EGLN mae hydroksylowa podjednostk o biatka HIF z podobs
wydajndcia, jednake EGLN1 jest hydroksylaz kluczowg [105]. Wykazano 42 myszy
pozbawione gentlEGLN1 wykazup liczne defekty rozwojowe prowagize dosmierci np.:
zaburzenia proceséw angiogenezy i erytropoezy ardi@miopat¢ rozstrzeniow [106-109],
natomiast brak geneGLN2 czy tez EGLN3nie jest letalny [110,111]. Opisano #akliczne
mutacje w geni&GLNL powodugce m.in. rodzing erytrocytoz [112-114]. Dotychczas nie
opisanazadnych mutacji w genadbGLN2i EGLN3
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Biatka EGLN1 i EGLN2 odpowiedzialne ga hydroksylagj Prd™®?i Pre®* ludzkiego
HIF-1a [102,103,115], natomiast biatko EGLN3 odpowiedzéjest za hydroksylagjreszt
Pra®* (in-vitro réwniez Pra®’) [115-120] gtéwnie podczas reoksydacii [115].
Hydroksylacja reszt aminokwasowych z udzialem EGILNFIH jest nieodwracaln
modyfikach kowalencyjm. Wymaga ona obecia O, F&, 2-oksoglutaranu, biatka
substratowego i askorbinianu [121,122].

1.8. Hipoksja

Przestrzenne rozmieszczenie orazdlbiatka hydroksylaz prolinowych i czynnika
indukowanego hipoksjuzalenione jest od stopnia rozwoju naézgrwionosnych w tkance i
Zwigzane z istnieniem gradientuestnia tlenu [123], w kierunku od naczydo najdalej
potozonych komorek. W miejscach niskiego srgéenia parcjalnego tlenu aktyw§to
katalityczna hydroksylaz jest hamowana [115,124,12Wigze St to ze stabilizagj
podjednostki a. biatka HIF, jej translokagj do pdra komorkowego, dimeryzagcjz
podjednostk B, zwigzaniem czynnikow transkrypcyjnych CBP/p300 [41] ¢y 3) oraz
aktywacp ekspresji gendw indukowanych hipakg92] (Tabela 4). W przypadku linii
komorkowych podjednostkaulega stabilizacji przy steniu tlenu poriej 5% [126].

Podczas dlugotrwatej hipoksji, w celu degradacfimaru biatka HIFe,, dochodzi do
nasilenia ekspresji hydroksylaz prolinowyB&GLN1 i EGLN3[127-131] posiadagych w
obrebie promotora sekwencje HRE [90-92]. Wynikiem tegmcesu jest przywrocenie
wihasciwej réwnowagi pomidzy stabilizacj i degradagj biatka HIF«, chrongce tym samym
komorke przed wejciem w stan apoptozy.

Wzrost ilcci biatka HIFa nie jest zwizany jedynie ze stanem hipoksiji.
Oddziatywanie podjednostkic z r&nymi czynnikami [132], a tale wilaciwosci
biochemiczne hydroksylaz prolinowych wptywaja jej stabilizagj w warunkach normoksji.
Biatka EGLN maj niskie powinowactwo do tlenu z wastiya Ky zblizong do cinienia
parcjalnego tlenu w temperaturze pokojowej.sn&Enie to jest znacznie wsze od
najwyzszego cinienia parcjalnego tlenu w ludzkim organizmie [l16]latego te
hydroksylazy nie wykazgj maksymalnej aktywrigi katalitycznej w tkankach. Po drugie
enzymy te nie wygpuja w komorce w daym nadmiarze [133-135], co sprzyja stabilizacii

biatka HIFo w warunkach dostatecznejdt tlenu w organizmie.

20



1.9. Metylacja DNA

Metylacja DNA jest kluczowym elementem kontrglym rozwoj zarodkowy,
inaktywacg chromosomu X, imprinting gendw, wptywa na tkankospecyficzig ekspres;j
genow, a take bierze udziat w rozwoju wielu nowotworéw [136].ollyfikacja ta w
przeciwigastwie do zmian genetycznych, jest catkowicie odaha@. Dla procesu
transformacji nowotworowej istotne znaczenie maehipjaki i hipometylacja DNA.
Hipermetylacja dotyczy najezciej sekwencji zlokalizowanych w promotorze i pisgsym
eksonie gendw okétanych jako supresory transformacji nowotworowé&fSG @ng. Tumor
Suppressor Gene zwigzana jest z wykczeniem ekspresji ok§lenego genu. Podstawgw
funkcjag TSG jest kontrolowanie prawidtowego wzrostu komodtaz uniemaliwienie
komérkom uzyskania fenotypu nowotworowego [137,13Bhburzenia w ekspresji TSG
zZwigzane np. z metylagj sekwencji promotorowej uniemlowiaja prawidtowg kontrok
wzrostu komorki, a tym samym urdiwvia komoérce transformagjnowotworov.

Z kolei hipometylacja dotyczy globalnie catego DNmorki, w tym sekwencji
regulatorowych, powodgg aktywacg transkrypcyjm protoonkogendw, retrotranspozondéw,
niestabilné¢ genetyczp, co promuje metastakomaérek nowotworowych [139]. Aktywacja
protoonkogendéw do onkogendéw powoduje zaburzeniegmlacji ekspresji wielu genow np.
genow reguluyjcych cykl komoérkowy czy te cytoplazmatycg transdukag sygnatu,
prowadzc do transformacji nowotworowej [139,140].

Metylacjia DNA zwjzana jest z przygtzeniem grupy metylowej do pozycji 5’
pierscienia pirymidynowego cytozyny w dinukleotydzie C@CpG). Obecn& 5-
metylocytozyny (MC) po raz pierwszy zaobserwowat Hotchkiss [141] WADwyzszych
Eucariotyaw 1948 roku. Modyfikacje epigenetyczne zwane z metylagjDNA definiuje s¢
jako dziedziczne, odwracalne zmiany w ekspresjiogenktére nie wynikaj ze zmian w
sekwencji DNA [140,142-145]. Zmiany te, pomimosy w petni odwracalne,agsniezwykle
trwate i w sposob znagey wptywap na ekspresgjgenow [146]. Najogciej wyskpujacym
efektem metylacji DNA jest zablokowanie proceswnskaypcji, a tym samym ohbienie
ekspresiji okrélonego genu [147]. U ssakéw’@ zlokalizowana jest glownie w tzw. wyspach
CpG, znajdujcych s¢ w sekwencji promotorowej i eksonie pierwszym wiekenow.
Wyspami CpG nazywamy fragmenty DNA o didgood 500 do kilku tysicy par zasad
(kpz), w ktorych dinukleotyd CpG stanowi 60-70% 31¥47-149]. Ludzki genom zawiera
okoto 29000 wysp CpG [150], a potowa znanych germawiera je w olgbie swojego
promotora [140,151]. Catkowicie metylowane wyspyGowystpuja jedynie w promotorach

niektorych genéw autosomalnych oraz w nieaktywngeskim chromosomie X [146].
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Za metylacg DNA odpowiada rodzina enzymow zwana metylotrarssfami DNA.
Dziela sig one na metylotransferazpodtrzymugca metylacg DNA (DNMT1) jak i na
metylotransferazy metylage DNA de novo(DNMT3A i DNMT3B) [152]. W komorkach
somatycznych metylotransferaza DNMT1 wykorzystuge rdakcji hemimetylowany DNA.
Jest ona c¢Zcig kompleksu replikacyjnego [153] i odpowiada za maeaprawidiowego
wzoru metylacji nowo syntetyzowanej nici DNA (14831152,153). Natomiast
metylotransferazyde novo wykazup zdolnag¢ dofgczania grup metylowych do DNA
niemetylowanego i odpowiadaga nadanie nowego wzoru metylacji, ktéry jest atamy w
czasie kolejnych podziatow przez metylotransfel@2kMT1 [136,152].

Metylacja DNA wptywa na zahamowanie procesu traypstji w dwojaki sposéb. Po
pierwsze metylacja me modyfikow& miejsca wazania dla czynnikdw transkrypcyjnych.
Jezeli czynnik transkrypceyjny zlokalizowany jest w ebie wyspy CpG, a w sekwencji DNA
rozpoznawanej przez ten czynnik znajduje dinukleotyd CG, to po przytzeniu grupy
metylowej czynnik ten nie dolzie mégt prawidtowo rozpozhdamiejsca wizania na DNA.
Przyktadem czynnikdéw transkrypcyjnych wviliseych na metylagg mogy by¢ AP-2, c-
Myc/Myn, E2F i NKB [136]. Po drugie metylowany DNA me by rozpoznany przez
biatka wiazace nTCpG. Nalga do nich biatka wizace n"CpG - MeCP @ng. mCpG binding
protein) oraz biatka zawierage domen wiazaca m°CpG — MBD (ang. miCpG binding
domain proteing[154]. W&rod biatek MeCP wyriniamy MeCP1 oraz MeCP2, ktOre g
sie specyficznie z metylowanym DNA w ailnie calego genomu twaje przestrzenn
przeszkod uniemaliwiajaca zwigzanie s¢ czynnikdw transkrypcyjnych z sekwenc]
promotorovy genu. Biatko MeCP1 wie st z DNA, w ktdrym metylacji ulegto co najmniej
10 kolejnych dinukleotydow CG, natomiast MeCP2 pdaizdolné do wigzania s z DNA
w ktérym metylacji ulegt co najmniej jeden dinuklgd CG [154]. Do rodziny biatek MBD
zalicza s MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 oraz Kaiso kompleks. Biatkte posiaday
odmienne funkcje. MBD1 wie st do symetrycznie metylowanych dinukleotydéw CG
blokujac w ten sposéb miejsca agiania s¢ dla czynnikow transkrypcyjnych w affiie
sekwencji promotorowej [155]. Biatko MBD2 wie st z metylowanym DNA i posiada
zdolna¢ aktywnej demetylacji DNA zarowno w warunkaah vivo jak i in vitro [156].
MBD3 bezpdrednio oddziatuje z biatkiem MBD2 oraz jestcézia kompleksu biatkowego,
ktorego funkcy s3 zmiany w strukturze chromatyny [157]. MBD4 posiadktywna¢
glikozylazy tyminy i uracylu przez co jest zaangaanie w proces naprawy DNA zyzany z
deaminacj m°C do C [158,159].
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Proces transformacji nowotworowejaie st nie tylko z metylagi DNA ale rownieg
obserwuje si proces hipometylacji dych fragmentéw DNA. Globalnhipometylacg DNA
obserwuje € w réaznego typu nowotworach i wie st ona ze zwikszory ekspresj
protoonkogendw, czynnikbw wzrostu czy genow, ktéryrodukty biatkowe wptywaj na
proliferacg, inwazyjng¢ i metastag komorek nowotworowych [140]. Hipometylacja peo
rowniez dotyczy sekwencji retrotranspozonowych zlokalizowanych NAD co prowadzi do
niestabilndgci genetycznej wywotanej insercyinmutagenez i rekombinaci pomidzy
nieallelicznymi powtdrzeniami. Przykladem sekwengtrotranspozonowychg ssekawncje
okreslanie jako LINEs &ng. long interspersed nuclear elemgnkiore g silnie metylowane
we wszystkich typach komérek u zwietrz jest to mechanizm obronny komérek gospodarza
przed aktywag LINEs [160]. Hipometylacja LINEs powoduje ich tskmypcyjry aktywacg,

ktéra powoduje destabilizacgenetycza prowadaca do progresji nowotworu [160].
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2. CELE PRACY
1. Poréwnanie ekspresji wybranych genow zaamganych w proces hipoksji pogaizy
tkanks nowotworowy raka szyjki macicy a tkamkhistopatologicznie niezmienigrzwary

dalej tkanlg kontrolm.

2. Préba okrdenia regulacji ekspresji kluczowych genow zaamganych w proces
hipoksiji.

3. Korelacja ekspresji gertdiF-1A z ekspresj genow zaangawanych w proces hipoksiji i
progres¢ nowotworu.
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3 MATERIALY | METODY

3.1. Materiat kliniczny

Tkanki do bada pozyskano od 30 pacjentek hospitalizowanych w kégblskim
Centrum Onkologii w Poznaniu na Oddziale RadioteérapOnkologii Ginekologicznej.
Badanie histopatologiczne potwierdzito wysbtwanie ptaskonabtonkowego raka szyjki
macicy u wszystkich badanych pacjentek. Grigpntrolrg stanowit materiat pobrany od 30
pacjentek hospitalizowanych w Klinice Ginekologiip&acyjnej Katedry Ginekologi,
Potaznictwa i Onkologii Ginekologicznej przy ul. PolngjPoznaniu, ktére przeszty operacj
usungcia macicy z powodu raéniakow macicy. W badaniu histopatologicznym mataria
kontrolnego potwierdzono obecidoprawidtowego nabtonka pokrywggego tarcz i kanat
szyjki macicy. W analizowanych tkankach nie wykazamian zapalnych lub o charakterze
dysplazji. Badania uzyskaty akceptagomisji Biotycznej przy Uniwersytecie Medycznym
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Charakteykat kliniczna pacjentek zostata

przedstawiona w Tabeli 5.

Tabela 5. Charakterystyka kliniczna pacjentek.

Charakterystyka Pacjentki (n=30) Kontrole (n=30)
Srednia wieku (lata) + SD 52,6 £11,7 48,2+6,8
Stopien zaawansowania
Il 1 (3,3%) -
1] 28 (93,4%) -
\Y, 1 (3,3%) -
Typ histologiczny
Gl 1(3,3%) -
G2 18 (60,0%) -
G3 11 (36,7%) -
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3.2. Odczynniki
3.2.1. Izolacja oraz pomiar sgzenia RNA, DNA i biatka

Odczynniki:

Woda dejonizowana - Sigma-Aldrich Chemie Gmbli¢mcy
Tri Reagent - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nigmc
Bufor do izolacji biatek RIPA - Sigma-Aldrich Cimee GmbH, Niemcy
Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit - Sigma-Aldh Chemie GmbH, Niemcy
Eter dietylowy kwasu pirowglowego - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy
DNaza | rekombinowana - Roche Diagnostics GniYidmcy
Koktajl inhibitorow proteaz - Roche Diagnost®mbH, Niemcy
Chloroform - Polskie Odczynniki Chemiczne
Alkohol izopropylowy - Polskie Odczynniki Cheraite

Alkohol etylowy - Polskie Odczynniki Chemiczne
Zestaw do izolacji genomowego DNA - BioBasic In¢anada

Proteinaza K (20 mg/ml) - BioBasic Inc., Kanada

Sprat:

Wiréwka z chtodzeniem (Centrifuge 5804R) - Eppehdds, Niemcy

Termoblok (Thermomixer Comfort) - Eppendorf AGehcy
Spektrofotometr (Bio Photometer) - Eppendorf Aliemcy

Komora laminarna (BioAir Aura Mini) - Euroclone,fé¢hy

3.2.2. Elektroforeza kwasoéw nukleinowych welu agarozowym

Odczynniki:

Agaroza - BioShop, Kanada

10xstzony koncentrat buforu TBE - BioShop, Kanada

Bromek etydyny - BioShop, Kanada

Marker wielkgci DNA (GeneRuler 100bp) - Fermentas, Litwa

Bufor obcizajagcy 6xSB do DNA i RNA - Fermentas, Litwa

Zestaw do izolacji DNA zelu agarozowego - Roche Diagnostics GmbH, Niemcy
Sprazt:

Aparat do elektroforezy (multiSub Maxi) - Biocolvjelka Brytania

Zasilacz (Elite 300) - Wealtec Inc., USA

System dokumentacieli (MiniBis Pro) - DNR Bio-Imaging Systems, Iztae
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3.2.3. Amplifikacja kwaséw nukleinowych (odwrotna tanskrypcja, PCR, Q-

PCR)

Odczynniki:

Woda dejonizowana

M-MLV odwrotna transkryptaza
Zestaw 1Q Sybr Green Supermix
Zestaw Dream Taq DNA Polymerase
Zestaw FastStart Tag DNA Polymerase
Oligonukloetydy

Mieszanina deoksynukleotydéw
Sprat:

Wirdéwka (Centrifuge 5418)

Komora laminarna (BioAir Aura Mini)
Termocykler PTC-200

CFX96 Real-Time System

- Sigma-Aldrich Chemie Gmbli¢mcy
- Invitrogen, USA
- Bio-Rad LaborasytUSA
- Fermentas, Litwa
- Roche DistgpgoGmbH, Niemcy
- IBB PAN, Polska
- Novazym, Polska

- Eppendorf AG, Niemcy
- Euroclone, fé¢hy

- MJ Research, USA

- Bio-Rad LaboratorieSAU

3.2.4.Elektroforetyczny rozdziat biatek (western bbt)

Odczynniki:

Tris zasadowy

Tris-HCL

Siarczan dodecylu sodu
Nadsiarczan amonu

TEMED

Ponceau S

B-merkaptoetanol

Standard biatkowy BSA 1mg/ml
Glicyna

Metanol

Tween (R) 20

Kwas octowy

Bromofenol

Marker masy biatek (PageRuler)
SuperSignal West Femto Substrat
40% akrylamid/bisakrylamid

- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nay

- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy

- Sigma-Aldrich Chemieb@nNiemcy
- Sigma-Aldrich Chemie Gnidigmcy

- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy

- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy
- Sigma-Aldrich Chemie GmbHemNcy
- Sigma-Aldrich Cher®mbH, Niemcy

- Polskie Odczynniki Chemiczne

- Polskie Odczynniki Chemiczne

- Polskie Odczynniki Chemiczne

- Polskie Odczynniki Chemiczne

- Polskie Odczynniki Chemiczne

- Fermentas, Litwa
- Thermo ScientiSA
- Bio-Rad Laboratsri®/SA
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Membrana do transferu biatek PVDF - Roche DiagossembH, Niemcy

Bibuty do pdéisuchego transferu biatek - GE Hedltlec Wielka Brytania
Sprat:

Termoblok (Thermomixer Comfort) - Eppendorf AGeMcy
Wiréwka (Centrifuge 5418) - Eppendorf AG, Niemcy
Mieszadto orbitalne (Multi Bio RS-24) - Biosanwa

Zasilacz (Elite 300) - Wealtec Inc., USA

Aparat do poétsuchego transferu Yrdimes - Wealtes USA

System do detekcji chemiluminescenc;ji - UVP, Weéelrytania

Aparat do rozdziatu biatek (Mini Protean) - BioeRlaboratories, Niemcy

3.2.5. Deaminacja genomowego DNA oraz przygotowani&ransformacja

komorek kompetentnychE. coli szczepu TOP10

Odczynniki:

Zestaw do deaminacji genomowego DNA - Zymo ResediSA

Zestaw do izolacji plazmidowego DNA - Promega, USA
Izopropylotiogalaktozyd (IPTG) - Promega, USA

X-Gal - Promega, USA

pGEM-T Easy Vector System - Promega, USA

Woda dejonizowana - Sigma-Aldrich Chemie Gmbli¢mcy
Pazywka bakteryjna ptynna LB Broth - Sigma-Aldrich €hie GmbH, Niemcy
Pazywka bakteryjna stata LB Agar - Sigma-Aldrich @fie GmbH, Niemcy
C,H3KO, - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy
RbCI - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy
CaCb - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy
MnCl, - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy
Bufor MOPS - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy
Ampicylina - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy
NP-40 - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy
Glicerol - Polskie Odczynniki Chemiczne
Komoérki bakteryjneE. coliszczep TOP10 - Invitrogen, USA
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Sprazt:

Termoblok (Thermomixer Comfort) - Eppendorf AGehcy
Wirdéwka (Centrifuge 5418) - Eppendorf AG, Niemcy
Spektrofotometr (Bio Photometer) - Eppendorf Aliemcy
Mieszadto magnetyczne (MMS-3000) - Biosan, Litwa

Aparat do pomiaru pH - Hanna Instruments, USA
Komora do pracy z bakteriami - Polon, Polska

Cieplarka do hodowli bakterii - Laboratorni Prige, Czechy
Wytrzasarka do hodowli bakteryjnych - Johanna Otto Gnidigmcy

3.2.6. Sprzt jednorazowy oraz drobny sprzt trwaty

15 ml probowki polipropylenowe - Becton-DickinsBiosciences, USA
50 ml probéwki polipropylenowe - Becton-DickinsBiosciences, USA
2,0 ml probéwki do mrizenia w azocie - Techno Plastic Products AG, Szavejc
1,5 ml probowki polietylenowe - Axygen ScientjfldSA

0,2 ml probowki do reakcji PCR - Axygen SciemtifuSA

10 pl kaacdwki do pipety - Axygen Scientific, USA

200 pl kacowki do pipety - Axygen Scientific, USA

1000 pl kaxcowki do pipety - Axygen Scientific, USA

Ptytki do reakcji Q-PCR - Bio-Rad Laboratoridsemcy

Ptytki Petriego do hodowli bakteryjnych - NerbepIGmbH, Niemcy
Plastikowe pipety Pasteura 3ml - DHN, Polska

Kuweta do pomiaru spektrofotometrycznego - EppendGr, Niemcy

0,1-2,5 ul pipeta zmienno aipsciowa - Eppendorf AG, Niemcy

0,5-10 pl pipeta zmienno aipsciowa - Eppendorf AG, Niemcy

10-100 pl pipeta zmienno alpsciowa - Eppendorf AG, Niemcy

100-1000 pl pipeta zmienno ehpsciowa - Eppendorf AG, Niemcy
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3.3. Bufory
3.3.1. Bufor glicynowy 1x s§zony

Odczynnik Stezenie kaicowe
Tris zasadowy 0,024 M
Glicyna 0,19 M
SDS 1%

3.3.2. Bufor do transferu 1x sgzony

Odczynnik Stezenie kaicowe
Tris zasadowy 0,032 M
Glicyna 0,24 M
SDS 0,17%

3.3.3. Bufor TBS 1x s§zony

Odczynnik Stezenie kaicowe
Tris zasadowy 0,01 M
NaCl 0,15M

3.3.4. Bufor TBST 1x s¢zony

Odczynnik Stezenie kaicowe
Tris zasadowy 0,01 M
NacCl 0,15M
Tween 20 0,1%

3.3.5. Bufor TBST-M 1x stzony

Odczynnik Stgzenie kaicowe
Tris zasadowy 0,01 M
NaCl 0,15M
Tween 20 0,1%

Mleko w proszku 1%




3.3.6. Bufor blokujacy TBST-B 1x stzony

Odczynnik Stgzenie kaicowe
Tris zasadowy 0,01 M
NaCl 0,15M
Tween 20 0,1%
Mileko w proszku 5%

3.3.7. Bufor do odmywania przeciwciat

Odczynnik Stgzenie kaicowe

Glicyna 0,2M

SDS 0,1%

Tween 20 1%
Ustalic pH=2,2

3.3.8. Bufor Ponceau S

Odczynnik Stezenie kaicowe
Ponceau S 1%
Kwas octowy 7%

3.3.9. Bufor obcizajacy do rozdziatu biatek 3x s¢zony

Odczynnik Stgzenie kaicowe
Tris kwasowy 0,24 M
SDS 6%
Glicerol 30%
Bromofenol 0,06%

B-merkaptoetanol 1,6%




3.3.10. Bufor Tbfl do przygotowania komorek kompetetnych

Odczynnik Stgzenie kaicowe
C,H3KO, 0,03 M
RbCI 0,1M
CaCb 0,01 M
MnCl, 0,05 M
Glicerol 15%

Ustalic pH=5,8; filtrowa przez filtr 0,22 um

3.3.11. Bufor Tbf2 do przygotowania komérek kompetetnych

Odczynnik Stezenie kaicowe
MOPS 0,01 M
RbCI 0,01 M
CaCl 0,075 M
Glicerol 15%

Ustalic pH=6,5; filtrowa przez filtr 0,22 um

3.3.12.Zel poliakrylamidowy zageszczapcy do rozdziatu biatek

Odczynnik Stezenie kaicowe
Akrylamid/bisakrylamid 5%
Tris kwasowy 0,375 M; pH=6,8 0,1 M
SDS 0,1%
APS 0,05%

TEMED 0,15%




3.3.13.Zel poliakrylamidowy rozdzielajacy do rozdziatu biatek

Odczynnik Stgzenie kaicowe
Akrylamid/bisakrylamid 10%
Tris kwasowy 1 M; pH=8,8 0,25 M
SDS 0,1%
APS 0,05%
TEMED 0,15%

3.4. Metody

3.4.1. Homogenizacja tkanek w cieklym azocie

Tkanki przechowywane w-80°C poddano homogenizacji w ciektym azocie z
wykorzystaniem madzierza porcelanowego. Przed homogenizanjozdzierz wraz z
trzpieniem schtodzono w cieklym azocie. Do tak gatpwanego madzierza podano
niewielka ilos¢ cieklego azotu oraz przeniesiono fragment tkafkianke rozcierano do
momentu uzyskania jednolitego homogenatu. $pesé roztar§ tkank przeniesiono do
schtodzonej w cieklym azocie 2,0 ml probowki do pemmia w cieklym azocie. Tak

przygotowane probki przechowywano do momeriycia w temperaturze80°C.

3.4.2. I1zolacja catkowitego RNA z tkanek

Izolacg catlkowitego RNA prowadzono pod komor laminarnym przeptywem
powietrza. Do izolacji catkowitego RNA z tkanek vaykystano odczynnikiem Tri Reagent.
Izolacg przeprowadzono wg metody Chomagkiego i Sacchi [161]. 20 mg
homogenizowane] tkanki przeniesiono do 1,5 ml pvdbdpolietylenowej schtodzonej w
cieklym azocie. Do proby podano 1 ml odczynnika Reagent i mieszano zzyciem
mieszadta typu vortex w celu doktadnego rozpuszezikomorek zawartych w homogenacie.
Po dokladnym wymieszaniu prélinkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowej
Nastpnie do préby dodano 0,2 ml chloroformu, wyano energicznie przez 30 sekund i
inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowegelu ws¢pnego rozdziatu fazy
wodnej i organicznej. Po tym czasie, probowki wiemw przez 15 minut, 12089 w
temperaturze 4°C. Po wirowaniu gérfazc wodrg (ok. 0,7 ml) zawieraca catkowity RNA
przeniesiono do nowych 1,5 ml probowek polietylegioln W celu wytgcenia catkowitego
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RNA z roztworu do zebranej fazy wodnej dodano OJ7izapropanolu schtodzonego do
temperatury—-25°C. Proby wymieszano przez odwracanie i inkubowandemperaturze
-80°C przez 30 minut. Naginie probowki wirowano przez 15 minut, 126Q0 w
temperaturze 4°C w celu osadzenia wgtnego catkowitego RNA. Po zakwzeniu
wirowania supernatant odrzucano a osad zawieyagatkowity RNA ptukano 1 ml 75%
etanolu przygotowanego zyciem autoklawowanej wody dejonizowanej zawigcaj 0,1%
roztwor DEPC. Catkowity RNA osadzono ponownie pragzowanie przez 15 minut,
2000xg w temperaturze-9°C. Po wirowaniu supernatant doktadnie odrzucceogsad
zawierajcy RNA suszono pod komsprlaminarg na lodzie przez HL5 minut. Do
uzyskanego osadu podano gl wody dejonizowanej i inkubowano go w termobloku w
temperaturze 60°C przez 20 minut. Po rozpuszczamyskany catkowity RNA poddano

dziataniu DNazyl w celu uswtia zanieczyszczenia genomowym DNA.

3.4.3. Trawienie catkowitego genomowego DNA z wykeoystaniem DNazyl

Izolowany catkowity RNA poddano dziataniu DNazyl welu usunjcia
zanieczyszcze genomowym DNA. Reake¢j trawienia przygotowano pod komaorz
laminarnym przeptywem powietrza w 1,5 ml probéwkadfietylenowych. Reakejtrawienia

genomowego DNA przygotowano wedtug schematu praadshego poriej:

RNA catkowity 44 ul
10x stzony bufor do trawienia 5 ul

DNazal rekombinowana [10 U/ul] 1l
50 pl

Reakcg trawienia prowadzono w termobloku w temperaturz&C3przez 30 minut. W
celu inaktywacji enzymu do mieszaniny podano 1 mitzynnika Tri Reagent. Nggnie
przeprowadzono ponownie izolacgatkowitego RNA zgodnie z opisem z rozdziatu 3.4.2
Ponowne zastosowanie odczynnika Tri Reagentzlimia uzyskanie maksymalnie czystego
catkowitego RNA. RNA izolowany po trawieniu DNazabzpuszczono w 1%l wody
dejonizowanej w temperaturze 60°C przez 20 minlo&¢loraz jakéé uzyskanego RNA
zbadano z wykorzystaniem pomiaru spektrofotometrggp oraz elektroforezy welu

agarozowym. Wyizolowany catkowity RNA przechowywamndemperaturze80°C.
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3.4.4. Spektrofotometryczny pomiar sgzenia RNA oraz elektroforeza RNA w
zelu agarozowym

llos¢ uzyskanego catkowitego RNA zmierzono spektrofotioyoznie wykorzystujc
pomiar przy diugéci fali swiatta A=260 nm. Do pomiaru catkowitej doi RNA
wykorzystano spektrofotometr BioPhotometer oraz déaywUVette. Proby do pomiaru
przygotowano mieszgg 2 ul wyizolowanego catkowitego RNA z 98 wody dejonizowanej.
Préke odniesienia stanowita czysta woda dejonizowana.

Jaka¢ uzyskanego catkowitego RNA sprawdzano z wykorzysta techniki
elektroforezy w 1,0%zelu agarozowym w buforze 1x TBE. W tym celupygy RNA
wymieszano z buforem olgiajagcym i naniesiono nael zawierajgcy bromek etydyny.
Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przy rapi 5 V/cm przez 45 minut. Biki RNA
uwidoczniono wéwietle UV z wykorzystaniem systemu dokumentaeji MiniBis Pro.

3.4.5. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT-PCR)

Reakcg odwrotnej transkrypcji przygotowano pod komparlaminarnym przeptywem
powietrza. Do syntezy cDNA na matrycy catkowitegt/R wykorzystano komercyjny
zestaw firmy Invitrogen. Reakgcpdwrotnej transkrypcji podzielono na dwa etapyer®szy
etap ma na celu specyficzne zmanie startera (oligonukleotyd poli-gJ), ktory jest
niezkedny do reakcji katalizowanej przez odwrptiranskryptaz (M-MLV). Odwrotna
transkryptaza jest polimeraDNA zalezng od RNA, ktéra do syntezy nici cDNA na matrycy
MRNA wymaga obecrioi krotkiego startera unitiwiajgcego rozpoogie syntezy. Starter
ten heczy sk specyficznie z sekwengcpolinukleotydow poli-(A) zlokalizowar na kacu 3’
transkryptow mRNA. W celu petzenia startera poli-gk) z sekwengj poli-(A) w mRNA
préblke zawierajca 1 pug catkowitego RNA inkubujeesiv obecnéci startera w temperaturze
65°C. Inkubacja ta powoduje zniesienie struktuzszggo rzdu w czsteczce mRNA przez
co sekwencja poli-(A) 3'-kica mMRNA staje si dostpna dla startera poli-gik). Szybkie
schtodzenie probki do 4°C urdavia trwate, specyficzne zwrzanie startera z sekwengjoli-
(A). W drugim etapie do mRNA z zeZanym starterem podaje¢senzym — odwrotry
transkryptaz wraz z buforami umdiwiajacymi jej optymalne dziatanie. Przygotowsan
mieszanig reakcyjm, o obgtosci koncowej 20ul, inkubuje s¢ przez godziaw 37°C w celu
przepisania sekwencji mMRNA na cDNA. Uzyskany wdpnsdb cDNA wykorzystywany jest
w tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistyiponizej przedstawiono sktad

mieszaniny reakcyjnej wykorzystywanej w pierwszydigszanina A) i drugim (Mieszanina

35



B) etapie reakcji odwrotnej transkrypcji oraz podaprofile termiczne i czasowe dla
przeprowadzonej reakciji.

Mieszanina A

Oligonukleotyd poli-dT,3) [100 mM] 1l
dNTPs [2,5 mM] 4 pl
RNA [1 pg] 8,25 ul

Inkucacja 5 minut w 65°C, 3 minuty w 4°C

Mieszanina B

5x stezony bufor do odwrotnej transkrypcji 4 ul

DTT [0,1 M] 2 pul
RNaseOUT [40 U/ul] inhibitor RNaz 0,25 pl
M-MLV [200 U/ul] odwrotna transkryptaza 0,5 ul

Inkubacja 60 minut w 37°C, 15 minut w 75°C, schiexie do 4°C

3.4.6. Laicuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (RCR)

Reakcg Q-PCR przygotowano pod komor laminarnym przeptywem powietrza.
Wykorzystupc reakcg Q-PCR okrélono wzgkdng ilos¢ transkryptow badanych genow w
tkankach nowotworowych i histopatologicznie niezm@ych w odniesieniu do krzywej
standardowej. Matrycdo przeprowadzonej reakcji byt cDNA uzyskany wkigaodwrotne]
transkrypcji. Pierwszym etapem, ktory nall® wykona& przed rozpoogxiem wiaciwych
pomiarow, byto przygotowanie krzywej standardowjzywe standardowe przygotowano
niezalenie dla kadego analizowanego genu. Krzywa standardowaziiwia precyzyjne
oznaczenie wydajici przeprowadzonej reakcji. Wydajto ta liczona jest ze wzoru
E=10Y5"® gdzie E oznacza wydajéio amplifikacji, natomiast “slope” okét stopie
nachylenia krzywej wzorcowej wzglem osi Xx. Uzyskanie maksymalnej wyddjcio
prowadzonej reakcji jest niezwykle istotne, ponigvaawidiowa interpretacja uzyskanych
wynikow mazliwa jest jedynie przy uzyskaniu wydafw amplifikacji w przedziale
95%-105%. Do przygotowania krzywej standardowej, niezad) dla kadego
analizowanego genu, wykorzystano mieszammatryc cDNA. W tym celu wymieszano po 1
pul cDNA pochodzcego z kadej z tkanek nowotworowych jak i histopatologicznie
niezmienionych. Nagpnie wykorzystujc mieszania matryc cDNA przygotowano seri
pigciu rozcieiczen cDNA uzyskujpc koncowo rozciéczenia 1,000; 0,500; 0,250; 0,125 i
0,0625. Sposbb przygotowania rozaizer cDNA obrazuje Rycina 4.
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20ul A 20ul B 20ul C 20ul D

r\f@@

mix cDNA H,0 20ul H,0 20ul H,0 20ul H,0 20ul

\ ) \ J \ J | J \ )
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1,000 0,500 0,250 0,125 0,0625

Rycina 4. Sposob przygotowania rozaeen cDNA do krzywej standardowe;.

Reakcg Q-PCR przeprowadzano z wykorzystaniem aparatu GFX®al-Time
System firmy Bio-Rad oraz komercyjnego zestawu MprSGreen Supermix (Bio-Rad), w
ktorym barwnikiem fluorescencyjnym podlegaym detekcji jest Sybr Green. Sekwencje
badanych gendwHGLNZ1 HIF-1A, VHL, CXCR4 DNMT3A DNMT3B DNMT1, HMBS
uzyskano w bazie danych Ensembl (www.ensembl.o8jartery byly projektowane z
uzyciem programu Oligo 5.0. Sekwenopligonukleotydéw wykorzystanych w reakcji Q-
PCR przedstawia Tabela 6. Sktad mieszaniny reakpgjraz profil termiczny reakcji podano

ponize;.
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2x stzony 1Q Sybr Green Supermix 5,0 ul

Starter forward [5 uM] 0,5 ul
Starter reverse [5 uM] 0,5 ul
Matryca cDNA 1,0 pl
H.O dejonizowana 3,0 ul
10 pl
1 2 3 4 5 6
95,0°C 95,0°C E 3 99,0°C
3min. | 10sek. . 720°C 3| 750°C 5sek.
60,0°C | &
/ 8sek.m © Ssek. m
10sek. -3
(=]
g
3
Cykli 50
Amplifikacja w czasie rzeczywistym Krzywa topnienia produktow PCR

95,0°C przez 3 minuty

<[~ 95,0°C przez 10 sekund

8[ 60,0°C przez 10 sekund
72,0°C przez 10 sekund + pojedynczy odczyt fluorescencji
75,0°C przez 5 sekund
99,0°C przez 5 sekund
40,0°C przez 30 sekund

]— ciagty odczyt fluorescencji

Detekcja produktow PCR z wykorzystaniem barwnikeirféscencyjnego Sybr Green
jest najprostsg i najmniej kosztows z metod. Jest to jednak metoda niespecyficzna i
najbardziej podatna naclly, poniewa Sybr Green emitujéwiatto o okrélonej dtugdaci po
zZwigzaniu s¢ z kazdym dwuniciowym DNA. Niespecyficzid i btedy mog wynikaé
wskutek wyzania s¢ Sybr Green ze struktiprimer-dimer. Struktura ta powstaje w wyniku
wigzania s¢ czesciowo do siebie komplementarnych sekwencji stavterBliespecyficzny
sygnat mae takze pochodzi z obecnéci innych niespecyficznych produktow reakcji PCR w
mieszaninie. Aby wykluczy obecndé¢ struktury primer-dimer oraz niespecyficznych
produktow reakcji przeprowadzono analigrzywej topnienia amplifikowanego fragmentu.
Analiza krzywej topnienia polega na stopniowym pagireniu temperatury mieszaniny @o
momentu denaturacji DNA i pomiarze fluorescencji @5°C. W momencie agjnigcia
temperatury topnienia produktu ngsije bardzo gwattowna denaturacja i ostry spadek

fluorescencji. Na krzywej topnienia mma to zaobserwowaw postaci piku. Jeeli
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przeprowadzona reakcja Q-PCR jest wysoce specyiazgskujemy tylko jeden specyficzny
produkt, ktory daje nam jeden specyficzny pik n&rggie krzywej topnienia. Specyficzio
uzyskanych produktow w reakcji Q-PCR bytaalsprawdzona z wykorzystaniem techniki
elektroforezy w 2,5%elu agarozowym w buforze 1x TBE. Po zakponej reakcji Q-PCR
calas¢ mieszaniny (10 pl) wymieszano z buforem @bajcym i naniesiono nazel
agarozowy zawieragy bromek etydyny. Rozdziat elektroforetyczny proeano przy
napeciu 5 V/icm przez 30 minut. Produkty Q-PCR uwidocru w $wietle UV z

wykorzystaniem systemu dokumentagli MiniBis Pro.

Tabela 6. Sekwencje oligonukleotydowytych w reakcji Q-PCR. Jako pozyctl przygto

pierwszy nukleotyd egzonu pierwszego.

Sekwencje starterow

Gen (Kierunek 5'-3') Numer ENST  Pozycja  Produkt pz

TGCGAAACCATTGGGCTGCT 3952-3971

EGLN1 00000366641 179
GTCACACATCTTCCATCTCC 4111-4130
TTAGAACCAAATCCAGAGTCAC 1716-1737

HIF-1A 00000337138 125
TATTCACTGGGACTATTAGGCT 1819-1840
AACGGATGGGAGATTGAAGATT 839-860

VHL 00000256474 183
CAATGCCTAGTGAAGTCAGTTA 1000-1021
TTCTTAACTGGCATTGTGGG 157176

CXCR4 00000241393 130
GAAGCGTGATGACAAAGAGG 267-286
GGTGCTGTCTCTCTTTGATG 2243-2262

DNMT3A 00000264709 178
ATGCTTCTGTGTGACGCTG 2402-2420
GGAAGGAGTTTGGAATAGGG 980-999

DNMT3B 00000328111 183
CCAGTGCCACCAGTTTGTC 1144-1162
GATGAGAAGAAGCACAGAAGT 1128-1148

DNMT1 00000359526 149
TCTTTGGGGGTCGTTTTGCG 12571276
GCCAAGGACCAGGACATC 833-850

HMBS 00000278715 160
TCAGGTACAGTTGCCCATC 974-992
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3.4.7. I1zolacja biatka z tkanek

Biatko izolowano z tkanki nowotworowej i histopligicznie niezmienionej. 20mg
tkanki homogenizowanej w ciektym azocie przeniesido 1,5 ml probowki polietylenowej
zawierajcej 50 ul buforu RIPA zwierajcego 10% roztwor inhibitoréw proteaz. Tkanki
inkubowano przez 1 godzirw lodzie a nagpnie préby wirowano przez 10 minut, 10600
w temperaturze 4°C w celu osadzenia resztek konriieeklegajcych lizie w buforze RIPA.
Po wirowaniu lizat przeniesiono do nowej 1,5 mllgraki polietylenowej schtodzonej w
lodzie. Do pomiaru gtenia biatka ayto 5ul uzyskanego lizatu biatkowego a pozosgtetesc

zamraano w—80°C do dalszegozycia.

3.4.8. Oznaczenie gtenia biatka

Stgzenie biatka w uzyskanym lizacie oznaczono komesawnzestawem do
oznaczania gkenia biatek— Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (BCA). Metodta
wykorzystuje zdoln& tworzenia komplekséw przez jony €uz biatkami wsrodowisku
zasadowym. Jony Gliulegap redukcji do C4" w obecnéci cysteiny, cystyny, tryptofanu,
tyrozyny oraz wizania peptydowego. Wrodowisku zasadowym kwas bicynchoninowy
tworzy barwny kompleks z jonami €y ktérego barwa jest proporcjonalna dezehia biatka
w probie badanej [162]. Przed pomiaremzsehia biatek izolowanych buforem RIPA w
pierwszej kolejnéci nalezato przygotowa krzyws standardow. Do przygotowania krzywej
uzyto standardu biatkowego, ktéry stanowita surowiefaumina wotowa (BSA) o steniu
wyjsciowym 1 mg/ml. W celu przygotowania krzywej stardtavej do 1,5 ml proboéwek
polietylenowych podano roztwor BSA, ktéregoezgénie kaicowe w poszczegolnych
punktach krzywej standardowej wynosito 2, 6, 10, 28 i 30ug/ml. Dodatkowo do kadej
probéwki podano Hu buforu RIPA oraz 479l roztworu roboczego BCA. Prélodniesienia
stanowita mieszanina 20 wody, 5 ul buforu RIPA i 475ul roztworu roboczego BCA.
Objetos¢ koncowa proby uytej do pomiaru wynosita 50Ql. Tak przygotowane proby
inkubowano w termobloku przez 15 minut w tempemB80C. Nastpnie proby schtodzono
do temperatury pokojowej i zmierzono absorbamuy diugaci fali A=562nm. Uzyskane

dane postiyty do przygotowania krzywej wzorcowej przedstavépna Rycinie 5.
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Rycina 5. Krzywa wzorcowa BSA

Przygotowana krzywa wzorcowa wykorzystana zostat@zhaczenia stenia biatek
izolowanych z tkanek. W celu pomiaru¢znia biatka w lizacie do 1,5 ml probowki
polietylenowej dodano 2@l wody, 5 pul lizatu biatkowego w buforze RIPA oraz 416
roztworu roboczego BCA. Przygotowanie préby odmiesi, inkubacja oraz pomiar préb
badanych odbyly sie identycznie jak przy wyznaczdmzywej standardowej. Do koowego
oznaczenia stenia biatka wykorzystano wzér matematyczny (y=ax+iyznaczony z
krzywej standardowej. Po przeksztatceniu uzyskamdrwk=(y-b)/a, gdzie X" oznacza
stezenie biatka wug/ml, natomiast ,y’ oznacza absorbanpyoby badanej. Warfoi ,a” oraz
.D” zostaly wyznaczone z krzywej standardowej. Abkresli¢ stzenie biatka wug/ul
skorzystano ze wzoru [B]=(xxD)/V, gdzie ,[B]’ ozne& stzenie biatka wug/ul, X" oznacza
stezenie biatka wug/ml, ,D” oznacza rozcigczenie lizatu biatkowego (100x), natomiast ,V”

oznacza olefos¢ koncowy proby wytej do pomiaru spektrofotometrycznego (500

3.4.9. Rozdziat elektroforetyczny biatek welu poliakrylamidowym

Do 1,5 ml probéwek polietylenowych podano po@Pbiatka (5-10ul w zaleznosci
od stzenia), 10ul buforu denaturujcego i uzupetniano waddo obgtosci koncowej 20ul.
Przygotowane proby inkubowano w termobloku w terapgze 99°C przez 10 minut,
nastpnie schtodzono w lodzie przez 3 minuty i wirowamaez 30 sekund. Dodatkawroke
stanowito 5yl markera masy biatka. Tak przygotowane proby mao na 10%:zel
poliakrylamidowy zawieracy SDS | poddano rozdziatowi elektroforetycznemu.
Elektroforez przeprowadzano w aparacie Mini Protean firmy BadRw 1x stzonym
buforze glicynowym schtodzonym przez noc do temipeyad°C. Podczas catej elektroforezy

stosowano stabilizaginapeciem: 80 V podczas zagzczania biatka vzelu zagszczagcym i
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180 V przy rozdziale biatek vielu rozdzielagjcym. Rozdziat prowadzono przez okoto 1,5
godziny do momentu ,wygia” z zelu niebieskiego barwnikagtiacego sktadnikiem buforu
denaturujcego. Nasfpnie biatka zawarte wzelu poliakrylamidowym przeniesiono na
aktywowar czystym metanolem membrazz polifluorku winylidenu (PVDF) o wielkii
porow 0,45um przy wyciu aparatu do pétsuchego transferu Yrdimes firkvgaltec.
Elektrotransfer prowadzono w 1x¢gbnym buforze do transferu przez 1,5 godziny przy
stabilizacji natzeniem 350 mA w temperaturze pokojowej. Po Z@konym
elektrotransferze membrarPVDF barwiono przez 3 minuty w temperaturze pok@jo
buforem Ponceau S w celu uwidocznienia poszczeghblfmakcji biatek i oceny wydajriai
elektrotransferu. Po wybarwieniu biatek bufor zlanmembrag PVDF przemyto trzykrotnie
woda dejonizowan Tak przygotowam membrag umieszczono w 50 ml probowce
polipropylenowej do ktorej podano 35 ml buforu 13BB. Probowk z membrag
umieszczono w mieszadle orbitalnym i inkubowaneprgodzig w temperaturze pokojowe;j.
Nastpnie bufor zlano a membraprzemywano buforem 1xTBST trzykrotnie (3x10 minut)
w temperaturze pokojowej. Po zakaeniu ptukania membrany przygotowano roacienia
przeciwciat I-redowych w buforze 1xTBST-M zgodnie z opisem przedsiaym w Tabeli

7.

Tabela 7. Przeciwciatazyte do detekcji biatek w technice Western blot.

Charakterystyka przeciwciat

Przeciwciato Pochodzenie Masa biatka
EGLN1 (H-40) I-rzdowe rabbit polyclonal IgG (20@g/ml) 46 kDa
HIF-1A (H-206) I-rzdowe rabbit polyclonal IgG (20@g/ml) 120 kDa
B-aktyna (1-19) I-rzdowe goat polyclonal IgG-HRP (2Q@/ml) 43 kDa
lI-rzedowe goat anty-rabbit IgG-HRP (409/ml) -

Rozcieaczenia

llos¢ Ab I-rzgdowego llos¢ Ab Il-rzedowego

Biatko badane llos¢ buforu 1xTBST-M
(rozcieiczenie) (rozcieiczenie)
EGLN1 3,3ul (1:3000) 2,Qul (1:5000) 10 ml
HIF-1A 2,0ul (1:5000) 2,Qul (1:5000) 10 ml
B-aktyna 3,3l (1:3000) - 10 ml
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50 ml probowk polipropylenovs zawierajca membrag oraz odpowiednie
rozcienczenie przeciwciata I-ezlowego umieszczono w mieszadle orbitalnym i inkudooy
przez 3 godziny w temperaturze pokojowej. Po updyteigo czasu bufor zlano a memigran
przemywano buforem 1xTBST trzykrotnie (3x10 minwt)temperaturze pokojowej. Po
ostatnim przemyciu membrarumieszczono w nowej 50 ml probéwce polipropylenowe
zawierajcej przeciwciato ll-redowe o odpowiednim gteniu (Tabela 7) i inkubowano przez
1 godzire na mieszadle orbitalnym. Przeciwciato Iedpwe sprzzone byto z peroksydaz
chrzanowy, ktéra umaliwia detekcg sygnatlu po naleeniu odpowiedniego substratu dla
peroksydazy. Nagpnie membrag PVDF pitukano dwukrotnie (2x10 minut) buforem
1xTBST oraz dwukrotnie (2x5 minut) buforem 1xTBS®. ptukaniach membrgnosuszono
na kczniku papierowym i umieszczano na sztywnej fdlia tak przygotowan membrag
podano 1 ml mieszaniny substratu dla peroksydazyaciowej oraz nalmno arkusz folii
spaywczej. W celu detekcji sygnalu cato umieszczono w aparacie do detekcji
chemiluminescencji firmy UVP. Detekcgygnatu prowadzono w trybie analizy dynamicznej
w czasie 20 minut z serilO zdg¢ co 2 minuty kade. Do analizy ¢stasci optycznej (OD)

uzyskanych wynikow wykorzystano program Kodak MI. SE

3.4.10. Odmywanie przeciwciat z btony PVDF

Ze wzgkdu na zbliong mag czsteczkowy niektérych biatek, po detekcji sygnatu
membrana PVDF bytaaywana powtérnie w celu zidentyfikowania kolejnegatka. Przed
rozpoczciem analizy kolejnego biatka nakto odmy przeciwciato zwjzane z wczaiej
analizowanym biatkiem. Wszystkie ptukania wykonazo wykorzystaniem mieszadta
orbitalnego. W celu odmycia przeciwcial memhkragmonownie aktywowano w czystym
metanolu przez 1 mingita nasfpnie ptukano jeden raz w buforze 1xXTBST przez Sutiw
kolejnym etapie membrana byta przemywana trzykeof8x10 minut) kwgnym buforem do
odmywania przeciwciat, dwukrotnie (2x10 minut) igim 1xTBS i jeden raz buforem
1xTBST przez 5 minut. Tak przygotowamembrag inkubowano z buforem 1xTBST-B
przez 1 godziew temperaturze pokojowej a ngstie przeprowadzono procegunkubacji z

kolejnym przeciwciatem | i ll-rgdowym jak opisano powygj w punkcie 3.4.9.

43



3.4.11. 1zolacja genomowego DNA z tkanek oraz reglcdeaminacji DNA

Genomowy DNA izolowano wykorzystg komercyjny zestaw do izolacji
genomowego DNA firmy BioBasic. Izolagcjprzeprowadzono na stole laboratoryjnym w
temperaturze pokojowej zgodnie z opisem producemstawu w 1,5 ml probowkach
polietylenowych. Do probowki zawieegjej 300 ul buforu lizujcego i 20 pl Proteinazy K
(20 mg/ml) przeniesiono 20 mg tkanki homogenizoyane ciektym azocie. Préoby
inkubowano w termobloku w temperaturzeéG5rzez 2 godziny, a ngginie schtodzono do
temperatury pokojowej, mieszano na mieszadle typuex i wirowano przez 5 minut,
1200<rpm. Nasgpnie 300 pl supernatantu przeniesiono do nowej gwlb zawierajcej
takg sany objetos¢ buforu AB, mieszano przez odwracanie, inkubowarkep 2 minuty i
przeniesiono na kolumny wigce genomowy DNA. Kolumny wirowano przez 2 minuty,
4000<rpm, a naspnie DNA zwpzany ze zieem na kolumnie dwukrotnie przemyto
roztworem ptucgzcym. Po kadym przemywaniu proby wirowano 2 minuty, 10860m a
supernatant odrzucano. Po ostatnim ptukaniu kolupragniesiono do nowych probéwek, a
na ziaze podano 50 pl buforu elucyjnego podgrzanego d¢&€ 58roby inkubowano przez 2
minuty a nasfpnie wirowano przez 1 mingt 1000&rpm. Uzyskany w ten sposob
supernatant zawierat catkowity genomowy DNA. Wykjacupomiar spektrofotometryczny
okreslono stzenie izolowanego DNA w analogiczny sposob jak tesapo w punkcie 3.4.4
Uzyskany DNA rozdzielono tak elektroforetycznie zgodnie z opisem z punku 3w gelu
okreslenia jego jakéci. Otrzymany DNA poddano reakcji deaminacji, tigkt go
wodorosiarczanem (IV) sodu (p&Os/NaHSQ), ktory odpowiedzialny jest za konwersj
cytozyny do uracylu. Mechanizm reakcji deaminacfiguistawiono na Rycinie 6.

NH, NH, o) o)
NH,

NZ HSO;~ NZ :
)\ | )\ )\ HSO3 )\
> i

H H H H
C}"[OZ}’H& siarczan siarczan uracyl

C}-’tOZ)’H}’ uracylu

Rycina 6. Mechanizm obrazujacy reakcje deaminacji cytozyny do uracylu.
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Do deaminacji genomowego DNA wykorzystano zestawEYA Methylation Kit
firmy Zymo Research. Reakgprowadzono w 1,5 ml probéwkach polietylenowychdmje z
opisem producenta. Do 1 pg genomowego DNA dodapbliuforu denaturgcego DNA |
uzupetniono wog dejonizowan do obgtosci koncowej 50 pl. Préby inkubowano w
termobloku przez 15 minut w temperaturz€@,7a nasfpnie do prob podano po 100 ul
odczynnika deaminggego. Caté¢ delikatnie mieszano przez odwracanie i inkubowano,
chrongc przedswiattem, w termobloku przez 16 godzin w tempera@C. Po tym czasie
préby przeniesiono do lodu na 10 minut, a ¢@st dodano do nich po 400 ul buforu
wigzacego. Caté¢ naniesiono na kolumgnwigzaca DNA i wirowano przez 30 sekund przy
10000<rpm. Po odrzuceniu supernatantu kolumny ptukano [20Buforu przemywagego i
ponownie wirowano przez 30 sekund przy 1440dn. Po odrzuceniu supernatantu nazgto
kolumny podano 200 ul buforu odsiaregaggo, inkubowano je przez 15 minut w
temperaturze pokojowej, a ngstie wirowano przez 30 sekund przy 148(@m. Proby
dodatkowo ptukano dwukrotnie 200 ul buforu przempeego i wirowano jak wiej. Po
ostatnim wirowaniu kolumny przeniesiono do nowyecblppwek, a na zle podano po 20 ul
buforu elucyjnego. Caké wirowano 1 minuf przy 1400&rpm uzyskujc deaminowany
DNA w supernatancie, ktory nagphie wykorzystano do amplifikacji fragmentow

promotoréw genow badanych w klasycznej reakcji PCR.

3.4.12. Laicuchowa reakcja polimerazy (PCR) deaminowanego DNA

Reakcg PCR przygotowano pod kompr laminarnym przeptywem powietrza w 0,2
ml probowkach do reakcji PCR. Reakgrzeprowadzano z wykorzystaniem aparatu PTC-
200 firmy MJ Research oraz komercyjnego zestawtStas Taq DNA Polymerase (Roche),
w ktorym polimeraza do peilnej aktywsmd wymaga aktywacji termicznej. Sekwencje
promotoréw genow EGLN], HIF-1A, VHL i CXCR4 uzyskane z bazy danych
www.ensamble.org poddano analizie komputerowej lu o&reslenia obecngéci wysp CpG
w tym rejonie. Do oceny tej zyto dwoch niezakenych programéw komputerowych:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/  orahttp://bio.dfci.harvard.edu/Methylator/.
Analiza wykazata obecsé wysp CpG w sekwencjach promotorowych wszystkich
analizowanych gendéw (Rycina 7). Na podstawie uzaygkla wynikow zaprojektowano

startery z uyciem programu Oligo 5.0. Sekweacopligonukleotydow wykorzystanych w
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reakcji PCR przedstawia Tabela 8. Skitad mieszareaicyjnej oraz profil termiczny reakcji

podano poriej.

10x stezony bufor do reakgcji 1,5 ul
MgCl, [25 mM] 2,4 ul
dNTPs [2,5 mM] 1,2 ul
Starter forward [10 uM] 0,6 ul
Starter reverse [10 uM] 0,6 ul
Matryca DNA deaminowany 1,0 ul
Polimeraza FastStart Taq [5 U/ul] 0,2 ul
H,0 dejonizowana 7,5 ul
15 ul
1 2 3 4 5 6
3
95,0°C 95,0°C 3
[N
5 min. 35 sek. 72.0°C o 72,0°C
’ =) ’
LT/ 45sek. 3 7 min.
35 sek. -3
3
N
Cykli 50
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Tabela 8. Sekwencje oligonukleotydowytych w reakcji PCR z deaminowanym DNA. Jako

pozycg +1 przygto pierwszy nukleotyd egzonu pierwszego.

Sekwencje starteréow

Gen (kierunek 5'-3) Numer ENST Pozycja CpG Ta Produkt pz

TGGAGGAAGAGTAGTTATG 2370 —2388

EGLN1 fr.1 00000366641 74  60°C 526
ATAACAACCTAAACTCAAAC 2876 — 2895
GTTTGAGTTTAGGTTGTTATT 2876 — 2896

EGLN1 fr.2 00000366641 58 60°C 504
AATACTAATATAAACCCACTC 3359 -3379
TGATGTATGTTTGGGATTAGG -435 —-415

HIF-1A 00000337138 49 59°C 530
AACCTCTCCTCAAATAACTTA 75-95
AATTTTATAGTGGAAATATAGTA -37--15

VHL 00000256474 93 56°C 701
TACCTCAAAAAACCTCAATTC 644-664
AAGATTGGTAGGTGTAAGTG

CXCR4 00000241393 -1198--1179 33 gooc 401
TTTCATTTCCTCACTCTCCC -817 —-798
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Rycina 7. Analiza obecioi wysp CpG w sekwencjach promotorowych ger€@LN1, HIF-
1A VHL orazCXCR4 Miejsce wys¢powania wysp CpG zaznaczono kolorem szarym.

Po zakaczonej reakcji PCR cadé mieszaniny (15 pl) wymieszano z buforem
obcigzajgcym i naniesiono nazel agarozowy zawierggy bromek etydyny. Rozdziat
elektroforetyczny prowadzono przy negu 5 V/cm przez 40 minut. Produkty PCR
uwidoczniono z wykorzystaniem lampy UV niskiej mpoyo zapobiega tworzeniu ¢si
dimerow tymidyny w tacuchu DNA. Produkty PCR o wdeiwej diugaci wycieto z zelu za
pomog skalpela, a nagbnie kawatki wycgtego zelu umieszczono w 1,5 ml probéwkach
polietylenowych w celu elucji produktow PCR z agaro
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3.4.13. Elucja produktow PCR zzelu agarozowego

Produkty PCR rozdzielone elektroforetycznie z@du agarozowym eluowano zzlu
wykorzystupc komercyjny zestaw do izolacji DNAzeli agarozowych firmy Roche. Elucj
przeprowadzono na stole laboratoryjnym zgodnie ®sewp producenta zestawu w 1,5 ml
probowkach polietylenowych. Do probowki zawiergj fragmentzelu z produktem PCR
podano 300 pl buforu do rozpuszczairetu oraz 10 pl zawiesiny kuleczek krzemionkowych.
Proby inkubowano w termobloku przez 10 minut w temapurze 60C w celu rozpuszczenia
agarozy. Nagpnie proby wirowano przez 30 sekund przy 1409, supernatant odrzucono
a do osadu kuleczek krzemionkowych dodano 500 fdrbuwviazacego kwasy nukleinowe.
Préby wirowano jak wiej, supernatant odrzucono, a osad kuleczek przedwirotnie 500
ul buforu przemywajcego. Po ostatnim przemywaniu i wirowaniu usgtmidoktadnie
supernatant a kuleczki krzemionkowe suszono na stobtwartych probowkach przez 15
minut w temperaturze pokojowej. Negghie kuleczki zawieszono w 20 pl wody
dejonizowanej i inkubowano w termobloku przez 15numiw temperaturze 8C. Po
inkubacji préby wirowano przez 1 mirutprzy 1400&rpm a supernatant zawiegay
eluowany produkt PCR przeniesiono do nowej 1,5 mbpwki polietylenowej. Wykonaf
pomiar spektrofotometryczny okiteno stzenie izolowanego produktu PCR w analogiczny
sposob jak to opisano w punkcie 3.4.4, a ¢pase wykorzystano go w reakcji ligacji z

plazmidem pGEM-T Easy.

3.4.14. Ligacja produktéw PCR z plazmidem pGEM-T Eay

Ligacje produktéw PCR z plazmidem przygotowano pod kamsrlaminarnym
przeptywem powietrza w 0,2 ml probowkach do reaR{iR. W reakcji tej wykorzystano
komercyjny zestaw pGEM-T Easy Vector System firmgrRega. System ten wykorzystuje
plazmid o dtugéci 3015 pz, w ktdorym miejsce wprowadzenia insernajduje st w obrebie
genulacZ kodugcego podjednostka enzymup—galaktozydazy (Rycina 8). Selekdjlonow
zawierajcych wiaciwy insert przeprowadza ¢sina podiau zawieragcym antybiotyk —
ampicyline oraz X-Gal. Bakterie, ktore pobraty ,pusty” plazhibez insertu majzdolngé
rozktadu substratu (X-Gal) dodanego do padiopowodujc tym samym niebieskie
zabarwienie kolonii. J®li bakterie pobiar plazmid rekombinowany zawiesaly insert trag

zdolnaici rozktadu X-Gal tworzc kolonie zabarwione na biato. Wszystkie koloni&tbeyjne
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zabarwione na bialo mggby¢ wykorzystane do nammuenia plazmidu, jego izolacji i

sekwencjonowania.

Xmnl 2009
171
Scal 1890 Nael 2707 Apal 11 start
\ Aatll 20
f1ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncol 37
AE
t
pGEM®-TEasy  JacZ Sacll | 49
Vector r T EcoRI | 52
(3015bp)

Spel 64
EcoRlI 70
Notl 77
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXl | 118
Nsil 127
141

T sps

Rycina 8. Mapa plazmidu pGEM-T Easy (www.promega.com).

Plazmid pGEM-T Easy posiada wolny nukleotyd tymidynowy w miejscu wprowadzenia insertu
(Rycina 8). Umozliwia to potgczenie go na zasadzie komplementarnosci z wolnym nukleotydem
adeninowym wystepujacym na koncach produktow PCR (insert). Polimeraza DNA wykorzystywana w
reakcji PCR dodaje na koricach amplifikowanego fragmentu kilka nukleotydéw adeninowych, ktore
wykorzystuje sie do ligacji z miejscem wprowadzenia insertu w plazmidzie pGEM-T Easy. Aby uzyskac
maksymalng wydajnosc ligacji plazmidu z insertem nalezato eksperymentalnie ustali¢ stosunek
molowy insertu do plazmidu (wektora). Maksymalng wydajnos¢ reakcji uzyskano dla stosunku
molowego wynoszgcego 3:1 (insert:wektor). Aby okredli¢ ilos¢ ng insertu, ktérego nalezy uzy¢ do

ligacji z 50 ng plazmidu stosowano wzor:

ng wektora x pz insertu

x stosunek molowy insert:wektor = ng insertu

kt
pz wektora 50



Zgodnie ze wzorem przedstawionym powyzej obliczono dla kazdego genu ilo$¢ ng
oczyszczonego produktu PCR (insertu) jakg nalezy uzy¢ do ligacji z 50 ng wektora. Obliczenia

przestawia Tabela 9.

Tabela 9. Obliczenia ilosci ng insertu, ktdre nalezy uzy¢ do ligacji z 50ng wektora.

50 ng wektora x 526 pzinsertu 3

EGLN1 fr.l1 = x — =26 ng insertu
3015 pz wektora 1
50 ng wektora x 504 pz insertu .
EGLN1 fr.2 = x — =25 nginsertu
3015 pz wektora
50 ng wektora x 530 pzinsertu
HIF-1A = x — =26 ng insertu
3015 pz wektora
50 ng wektora x 701 pz insertu
VHL = x — =35 ng insertu
3015 pz wektora
50 ng wektora x 401 pzinsertu 3 )
CXCR4 = x — =20 ng insertu
3015 pz wektora 1

Oczyszczone produkty PCR, ktére przygotowano zgodnie z opisem przedstawionym w
punkcie 3.4.13 rozciericzono w ten sposéb, aby w 1 ul uzyskac stezenie podane w Tabeli 9. Skfad

mieszaniny ligacyjnej podano ponize;j.

Mieszanina Kontrola Kontrola
ligacyjna dodatnia  negatywna

2x stzony bufor ligacyjny 5 ul 5 ul 5 ul

Plazmid pGEM-T Easy [50 ng/ul] 1 pl 1pl 1l

Produkt PCR 1l - -

Kontrolny DNA [4 ng/ul] - 2 ul -

T4 DNA ligaza [3 U/ul] 1l 1l 1l

H.O dejonizowana 2 ul 1l 3 ul
10 pl 10 pl 10 pl

Reakcg ligacji prowadzono przez noc w@. Nastpnie produkt ligacji ayto do

transformacji komorek kompetentnyElscherichia coliszczep TOP10.
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3.4.15. Przygotowanie komorek kompetentnyck. coli szczep TOP10

Komorki kompetentne przygotowano pod komado pracy z bakteriami oraz
wykorzystupc wytrzagsark: do hodowli bakteryjnych. Do jatowej, szklanej kplstazkowej o
pojemndci 200 ml podano 50 ml ptynnej pgwki LB (35 g LB/litr wody dejonizowanej) bez
ampicyliny, ktés wczeniej sterylizowano przez 20 minut w IZ1 przy cénieniu 1,5
atmosfery. Z zamearki niskotemperaturowej75°C) pobrano na l6d probowkzawierajca
zawiesirg bakterii E. coli szczep TOP10 w 16% glicerolu. Ngstie kaicoéwke jatowej,
plastikowej pipety Pasteura zanurzono w zawiesivegteryjnej, ktGg przeniesiono do
pozywki LB znajdupcej st w kolbie stakowej. Tak przygotowanzaszczepk bakteryjm
inkubowano w wytrzsarce do hodowli bakteryjnych przy 28pm w temperaturze 3T. W
czasie inkubacji co 20 minut pobierano 1 ml zawigdbakterii w celu pomiaru ¢gtasci
optycznej. Hodowd zakaiczono w momencie uzyskaniasjosci optycznej w przedziale 0,4-
0,5, po czym cakd zawiesiny bakteryjnej przelano do schtodzonej dzie 50 ml probdwki
polipropylenowej. Po 10 minutowe] inkubacji w lodziréby wirowano przez 10 minut przy
4000<rpm w temperaturze °€, supernatant odrzucono a uzyskany osad bakteryjny
zawieszono w 20 ml buforu Tbfl schiodzonego do enmajpiry 4C. Nasgpnie zawiesig
inkubowano przez 5 minut w lodzie, wirowano jaksgmo wyej, odrzucono supernatant a
osad bakterii zawieszono w 2 ml buforu Thf2 o terapeze 4C. Po 10 minutowej inkubacji
w lodzie zawiesia bakterii porcjowano po 50 pl do jatowych 1,5 mlolpdwek
polietylenowych i zamrmono w ciektym azocie. Przygotowane bakterie kompueE. coli
szczep TOP10 przechowywano w zamarae niskotemperaturowej w temperaturz&°C do

momentu transformacji plazmidem pGEM-T Easy.

3.4.16. Transformacja komérek kompetentnycte. coli szczep TOP10 plazmidem
pGEM-T Easy

Transformagj komdrek kompetentnych przeprowadzono pod kamdwo pracy z
bakteriami z wykorzystaniem termobloku. Przygotoedtomoérki kompetentne w 1,5 ml
probéwkach polietylenowych przeniesiono z zararki niskotemperaturowej do lodu.
Probéwki inkubowano w lodzie przez 15 minut, gpete do zawiesiny komorek
kompetentnych podano 5 pl mieszaniny ligacyjneygotowanej zgodnie z opisem z punktu
3.4.14. Calé&¢ delikatnie mieszano i inkubowano w lodzie przea#fut po czym probdwki

umieszczono na 60 sekund w termobloku o tempemtd2C w celu wywotania szoku

52



termicznego. Doktadnie po 60 sekundach probéwkioparie umieszczono na 2 minuty w
lodzie, a nagpnie do kadej préby dodano 200 ul ptynnej pavki LB bez ampicyliny o
temperaturze pokojowej. Zawiegitkkomorek bakteryjnych inkubowano przez 1 godam
temperaturze 3T przy 60&rpm. Po zakaczeniu inkubacji cakE zawiesiny przeniesiono
na jatowe ptytki Petriego zawierngje state podiee LB-agar z ampicyliporaz X-Gal i IPTG

w celu selekcji bakterii, ktére pobraty plazmid Zesajcy insert.

3.4.17. Przygotowanie ptytek Petriego ze statym ptakem LB-agar zawierajgcym
ampicyline, X-Gal i IPTG oraz selekcja klonéw

W celu selekcji bakterii zawiergjych plazmid z insertem przygotowanazpake LB
z dodatkiem agaru (LB-agar). Do 1000 ml wody deowmianej dodano 20 g pgwki
LB—agar. Paywke sterylizowano przez 20 minut w 171 przy cknieniu 1,5 atmosfery.
Nastpnie do paywki schtodzonej do temperatury 8D dodano 1 ml ampicyliny o gteniu
100 mg/ml. Tak przygotowarpazywke wylano na ptytki Petriego (okoto 30-35 ml na phjtk
I pozostawiono pod komgo pracy z bakteriami do catkowitego wystygnia. Po zestaleniu
agaru na powierzchni kdej ptytki rozprowadzono za pompdatowej ezy typu hokej
mieszanig substratéw dIg-galaktozydazy sktadaga sic z 100 pl IPTG o steniu 100 uM
oraz 10 pl X-Gal o skeniu 50 mg/ml. Caks® inkubowano przez 30 minut w cieplarce do
hodowli bakteryjnych w celu wchioggia IPTG i X-Gal przez stale podie LB-agar. Na
przygotowane w ten sposob piytki Petriego podand 25l zawiesiny komorek
kompetentnyclE. coliszczep TOP10 transformowanych plazmidem pGEM-Ty Egednie z
opisem w punkcie 3.4.16. Zawiegimozprowadzono na powierzchni LB-agaru za poamoc
jatowej ezy typu hokej i pozostawiono w cieplaree ltbdowli bakteryjnych na 30 minut w
celu wchiongcia zawiesiny bakteryjnej przez LB-agar. Nasie ptytki odwrécono o 180
stopni i inkubowano w cieplarce przez noc w temper 37C. Nastpnego dnia ptytki
wyjeto z cieplarki i oszacowano licgkbiatych kolonii bakteryjnych zawierggych plazmid
PGEM-T Easy z insertem. Z kde] ptytki wytypowano po 3 biate kolonie bakteryjade
szybkiej izolacji plazmidu w celu potwierdzenia obeici insertu reakgj PCR. Szybk
izolac plazmidu przeprowadzono z wykorzystaniem 0,1%womi detergentu NF10. Do
0,2 ml probéwki do reakcji PCR podano 50 ul 0,1%twmru NP-40. Nas¢pnie kaicoéwka
jatowego tipsa przeniesiono fragment wyselekcjonmyaolonii bakteryjnej do roztworu

detergentu. Prékkinkubowano w termocyklerze PCT-200 przez 10 miwutemperaturze
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95°C, po czym przeniesiona jdo lodu na 5 minut. W celu osadzerfician komorek

bakteryjnych probowki wirowano przez 3 minuty pr¥000kg w temperaturze pokojowe;j.

Uzyskany supernatant zawieyey plazmid uyto do reakcji PCR.

Reakcg PCR przygotowano pod komypr laminarnym przeptywem powietrza w 0,2

ml probéwkach do reakcji PCR, z wykorzystaniem teygklera PTC-200 oraz komercyjnego

zestawu Dream Taq DNA Polymerase (Fermentas). WcjieRCR wykorzystano startery
M13F: 5 CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC 3’ oraz R: 5" TCA CAC AGG
AAA CAG CTA TGA C 3. Startery te byly rownie wykorzystywane w reakcji

sekwencjonowania plazmidu z insertem. Sktad migayareakcyjnej oraz profil termiczny

reakcji podano ponej.

10xstezony bufor do reakcji 1,3 ul
dNTPs [2,5 mM] 1,0 ul
Starter M13F [10 uM] 0,5 ul
Starter M13R [10 uM] 0,5 ul
Plazmid z insertem 2,5 ul
Polimeraza DreamTaq [5 U/ul] 0,2 ul
H,0 dejonizowana 7,0 ul
13 ul
1 2 3 4 5 6

:‘U

95,0°C 95,0°C P

. Q.
5 min. 30 sek. 72,0°C g 72,0°C
& 40 sek. 3 4 min.

30 sek. g

3

Cykli 30

Na podstawie przeprowadzonej reakcji PCR i rozdzielektroforetycznego jej

produktow wyselekcjonowano klony baktdgi coli szczep TOP10, ktére zawieraty plazmid

PGEM-T Easy z insertem o odpowiedniej disgo Klony te zostalty wykorzystane do

namnaenia i izolacji plazmidoéw w celu przeprowadzeniakgi sekwencjonowania.
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3.4.18. Hodowla kolonii bakteryjnych zawierapcych prawidtowy insert oraz
izolacja plazmidowego DNA

Do 15 ml probowek polipropylenowych podano 3 mbye¢j, ptynnej paywki LB
oraz 3 ul ampicyliny o steniu 100 mg/ml. Kontrole negatywrstanowita ptynna powka
LB bez dodatku antybiotyku, do ktorej nie podaradnej kolonii bakteryjnej. Do tak
przygotowanych probowek przeniesiono jatowym tipsemyselekcjonowane kolonie
bakteryjne zawierage plazmid z insertem odpowiedniej didgio Hodowk prowadzono
przez noc z zyciem wytrasarki do hodowli bakteryjnych przy 18(pm w temperaturze
37°C. Nastpnego dnia z uzyskanej zawiesiny bakteryjnej izaow plazmidowy DNA z
wykorzystaniem komercyjnego zestawu do izolacjzplaow PureYield Plasmid Miniprep
System firmy Promega. Izolgcplazmidu przeprowadzono na stole w 1,5 ml probdaika
polietylenowych. Zawiesinbakteryjy z catonocnej hodowli wirowano przez 10 minut przy
maksymalne] prdkosci. Supernatant zlano a osad bakterii zawieszon60@ pl wody
dejonizowanej. Zawiesgnprzeniesiono do nowych 1,5 ml probéwek polietylsyoh, do
ktorych dodano 100 pul buforu lizigego. Zawiesig bakteryjy mieszano przez sggokrotne
odwracanie probdéwki. Naginie do catéci mieszaniny podano 350 ul roztworu
neutralizugcego, schtodzonego do°@, mieszano przez odwracanie i wirowano przy
maksymalne] prdkosci przez 3 minuty w temperaturze pokojowej. Uzyskaupernatant
(ok. 900 pl) przeniesiono na kolumwiazaca plazmid. Kolumg wirowano przez 15 sekund
przy maksymalnej pdkosci, przemyto 200 ul roztworu usuvgaggo endotoksyn ponownie
wirowano i przemyto 400 pl roztworu ptugzego. Po ostatnim przemyciu proby wirowano
30 sekund przy maksymalnejedkosci po czym kolumg przeniesiono do nowej 1,5 mi
probowki polietylenowej podag na srodek ziaa 30 pl buforu elucyjnego. Probowk
inkubowano 1 minut w temperaturze pokojowej po czym wirowano przezsékund przy
maksymalne] mdkosci. Uzyskany supernatant zawierat plazmid pGEM-T syEaz
wklonowanym insertem. Plazmid ten zostat wykorzygtalo reakcji sekwencjonowania
przeprowadzonej w Wydziatowej Pracowni Technik Bgl Molekularnej Uniwersytetu im.

Adama Mickiewicza w Poznaniu.

3.4.19. Amplifikacja regionu promotora genuEGLN1
Region promotora gen&GLN1 analizowano w celu okfkenia obecnfci miejsc
wigzania s¢ czynnikow transkrypcyjnych do DNA. Miejsca te Idikawano wykorzystujc

do analizy dwa programy komputerowetp://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/proscan/ oraz
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http://zlab.bu.edu/~mfrith/cister.shtml. Analiza komputerowa wykazata obeéaodwoch

miejsc, do ktérych magwiazat sie czynniki transkrypcyjne (Rycina 9).

-5967pz -5295pz +2439pz +2689pz
RegionA RegionB
—) C— —) —
5'UTR 3'UTR [~
L5
+1

Rycina 9. Potencjalne miejsca gwania czynnikdw transkrypcyjnych w promotorze genu
EGLN1

Pierwsze miejsce o diuga 672 pz zlokalizowane byto w odlegt od -5967 pz do
-5295 pz wzgjdem pocztku egzonu 1. Drugie miejsce o diégo 250 pz zlokalizowane
byto w regionie 5’UTR gentEGLN1 w pozycji od 2439 pz do 2689 pz. W celu analizy
obecndci potencjalnych mutacji w regionie azania s¢ czynnikOw transkrypcyjnych
zaprojektowano startery (Tabela 10), ktore almoty amplifikacje¢ tych regiondéw za pomac
reakcji PCR. Reake¢j PCR przygotowano zgodnie z opisem przedstawionyrmpuwkcie
3.4.12. Skiad mieszaniny reakcyjnej oraz profifrtezny reakcji podano pare).

10x stzony bufor do reakcji 1,3 ul
5x stzony bufor GC-RICH 2,6 pl
MgCl; [25 mM] 0,8 ul
dNTPs [2,5 mM] 1,0 ul
Starter forward [10 puM] 0,5 ul
Starter reverse [10 pM] 0,5 ul
DNA genomowy 1,0 pl
Polimeraza FastStart Taq [5 U/ul] 0,2 ul
H.O dejonizowana 51 ul
13 pl
1 2 3 4 5 6 7
3
95,0°C 95,0°C s
: &
5 min. 35 sek. 72,0°C 8' 72,0°C
| 990°C /" 45eek 3 7 min.
35 sek. -
3
N
4,0°C
30 sek.
[( Cykli 40
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Tabela 10. Sekwencje oligonukleotydow wykorzystdmydo amplifikacji sekwenciji
promotorowej gentEGLN1 oraz w reakcji sekwencjonowania. Jako pogyell przygto

pierwszy nukleotyd egzonu pierwszego.

Sekwencje starterow

EGLN1 (kierunek 5-3) Numer ENST Pozycja Produkt pz
— GCATTTGGAGTGGCTGGCTG -6027- -6008
Region A GGAAGGCAACCAGAGCGAGT 00000360041 5og)  5p73 70
_ TAGAGGCTGTATGGTGTAATGG 2173- 2194
Region B cGAGGGCTGAGAGAATAGGG 00000306041 5qn 5gp7 799

Po zakaczonej reakcji PCR 4 pl produktu reakcji wymieszand ul buforu do
elektroforezy i naniesiono na 1%el agarozowym z dodatkiem bromku etydyny w celu
szacunkowej oceny specyficzoni wydajnaci reakcji PCR. Elektroforezprzeprowadzono
zgodnie z warunkami opisanymi w punkcie 3.4.4. Bteta czs¢ produktéw reakcji PCR
zostata wykorzystana do reakcji sekwencjonowaniaegmowadzonej w Wydziatowej

Pracowni Technik Biologii Molekularnej Uniwersytata. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

3.4.20. Obliczenia statystyczne

Obliczenia statystyczne wykonano w programie Ste#is5.1PL for Windows firmy
Stat-Soft Inc. Wartgci zmiennych pongdzy grupami porownano stogajodpowiednie testy
nieparametryczne, czyli test Manna-Whitney’'a. Wetabh zostaly podane mediana oraz
wartasci najmniejsza i najwksza. Do okrélenia zalenosci pomidzy poszczegdllnymi
zmiennymi zastosowano wspotczynnik korelacji lingw,r” Pearsona po uprzednigj
weryfikacji normalndci rozktadu zmiennych przyzyciu testu Shapiro-Wilka. W przypadku
zmiennych, ktérych rozktad istotnie odbiegat odmalnego, stosowano transformapyzez
logarytmowanie w celu uzyskania rozktadéw niewylazych znacznych odgistw od
rozkladu normalnego. deli zmienne nie spelnialy zaten testow parametrycznych,
stosowano nieparametryczny wspoétczynnik korelaBi Spearmana. Wszystkie wykazane
roznice i wyznaczone wspotczynniki korelacji prag za statystycznie istotne przy poziomie
istotnasci P<0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Badanie poziomu transkryptow dla gendvEGLN1, HIF-1A, VHL, CXCR4
DNMT3A, DNMT3B i DNMT1 oraz analiza ilcsci biatek EGLN1 i HIF-1A

Analize poziomu transkryptow dla gendéw badanych przepraead zgodnie z
opisem w punkcie 3.4.6. Anatizilosci biatka kodowanego przez gemGLN1i HIF-1A
przeprowadzono zgodnie z opisem w punkcie 3.4.Qliay wykazaly istotn statystycznie
réznicg w poziomie transkryptéw i biatek dla gendéw baddnypomidzy tkanlg
nowotworowo zmienioma kontrolr. Analize poziomu transkryptéw przedstawiono w Tabeli

10 i Rycinach 10-12. Analgzilosci biatek przedstawiono w Tabeli 10 i na Rycinie 10
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Tabela 10. Poziom transkryptow i biatek genéw bgdarw tkankach nowotworowych i

kontrolnych.

tkanka nowotworowa

tkanka kontrolna

Gen p

Mediana (zakres) Srednia (+SD) Mediana (zakres) Srednia (+SD)

0,75 (0,24-1,37  0,84+0,3% 1,21 (0,48-2,3%)  1,29+0,56  0,000%
EGLN1

0,83 (0,07-7,97)  1,54+1,8%2  4,03(0,29-23,4F) 7,55+7,78  0,0023

1,12 (0,20-1,8%  1,10+0,57 0,34 (0,01-0,97)  0,37+0,28  0,000f
HIF-1A

0,91 (0,10-4,7¢)  1,20+0,98 0,42 (0,07-1,78)  0,60+0,46  0,0037
VHL 1,09 (0,21-2,5%)  1,22+0,6% 0,80 (0,27-1,94)  0,83+0,3%  0,0042
CXCR4 1,35 (0,11-3,9%)  1,39+0,98 0,68 (0,13-2,3%)  0,82+0,56  0,0058
DNMT3A 0,87 (0,26-4,8F) 1,26+1,16  0,65(0,01-2,26) 0,76+0,57  0,0163
DNMT3B 0,80 (0,07-5,0%  1,28+1,38 0,22 (0,07-1,4%)  0,29+0,28  0,0003
DNMT1 1,16 (0,46-3,9%)  1,48+0,94 0,56 (0,13-2,3%) 0,68+0,68  0,000f

Poziom mRNA standaryzowano wzdém poziomu mRNA dIi&IMBS (deaminaza

porfobilinogenu)? poziom transkryptéw?, poziom biatek®obustronny test t-studenta dla

zmiennych niepowizanych? Mann Whitney test
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Rycina 10. Poziom transkryptéw (A, B) i biatek (B) kodowanych przez geryGLN1 (A,

C) i HIF-1A (B, D) w tkance nowotworowej (n=30) i w tkance kainej (n=30). Poziom
transkryptow zostat przeliczony naud RNA calkowitego i standaryzowany wzdém
poziomu transkryptowHMBS Uzyskane warti poziomu transkryptéw przedstawiono w
postaci wartéci wzglednych. llg¢ biatka standaryzowano wzglem ilcgci p-aktyny i
przedstawiono jako wzeting gestas¢ optyczny. E — przyktadowy wynik analizy Western Blot
dla biatek EGLN1 i HIF-1A.
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Rycina 11. Poziom transkryptOMHL (A) i CXCR4(B) w tkance nowotworowej (n=30) i w tkance kot (n=30). Poziom transkryptow

zostat przeliczony nayy RNA catkowitego i standaryzowany wzdem poziomu transkryptottMBS Uzyskane warkei poziomu

transkryptow przedstawiono w postaci wadonzglednych.
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Rycina 12. Poziom transkrypt®NMT3A(A), DNMT3B(B) orazDNMT1 (C) w tkance nowotworowej (n=30) i w tkance kol (n=30).

Poziom transkryptow zostat przeliczony nayIJRNA catkowitego i standaryzowany wzdeém poziomu transkryptoniMBS Uzyskane
wartasci poziomu transkryptow przedstawiono w postaciteéai wzglednych.
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4.2 Analiza wzoru metylacji sekwencji promotorowychgendOwWEGLN1, HIF-1A
VHL oraz CXCR4

Genomowy DNA izolowany zgodnie z opisem z punkt4.BL poddano reakcji
deaminacji (3.4.11) i amplifikacji (3.4.12). Uzysiea produkty reakcji PCR po rozdziale
elektroforetycznym, elucji zelu (3.4.13) i klonowaniu (3.4.14) poddano sekwenojvaniu
w celu okrélenia wzoru metylacji sekwencji promotora analizoweh gendw.

Analiza komputerowa (3.4.12) wykazata obe&novysp CpG w promotorach
wszystkich analizowanych gendw. Przeprowadzone cjeakekwencjonowania wykazaty
brak metylacji sekwencji promotorowych wszystkichabizowanych genéw zaréwno w
tkankach nowotworowych jak i kontrolnycfwiadczy to o tym,4 prawdopodobnieaden z

analizowanych gendéw nie podlega regulacji przez/laejt DNA w raku szyjki macicy.

4.3. Analiza korelacji Spearmana pongdzy czynnikiem HIF-1A a ekspresg
genow posiadagcych sekwenat HRE w regionie promotorowym
Analiza korelacji Spearmana wykazalaHIF-1A maze wpltywa na ekspregjgendw

VHL orazCXCR4 Wyniki analizy korelacji przedstawia Tabela 11.

Tabela 11. Warti wspotczynnika korelacji Spearmana (R).

VHL CXCR4

R 0,515 0,445

HIF-1A p 0,00373 0,0141
ilos¢ 30 30
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4.4. Analiza sekwencji nukleotydowej promotora genteGLN1

Analiza sekwencji promotorowej geiGLN1 wykazata obecri@ dwoch miejsc, do
ktorych mog wigzat sie czynniki transkrypcyjne. Miejsca te zlokalizowasew odlegiaci
-5967 pz do-5295 pz od pocku egzonu 1 (Region A) oraz w regionie 5’UTR genu
EGLN1w pozycji 2439 pz do 2689 pz (Region B). Reakgkwencjonowania potwierdzita
obecné¢ zmian w sekwencji nukleotydowej zaréwno w Regiodiejak i Regionie B
promotora genteGLN1 Zmiany te wysfpowaty u 22 z 30 pacjentek z rakiem szyjki macicy,
nie zaobserwowano ich w tkance kontrolnej. Zmiangekwencji nukleotydowej promotora
genu EGLN1 oraz ich wplyw na miejsca wiania s¢ czynnikdw transkrypcyjnych

przedstawia Tabela 12.
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Tabela 12. Pozycja mutacji oraz jej wptyw na miajsggzania s¢ czynnikéw transkrypcyjnych w sekwencji promotorgyenuEGLN1

Mutacje w tkankach nowotworowych pochadych od 22 pacjentek

Utrata miejsc wjzania s¢ czynnikow transkrypcyjnych w

Region A Region B
P1 C2395>G  C2655>G T2664>C T2779>C Spl [163], HATF1 [164]
P2 C2436>G AC2669 AC2678 AC2690 C2728>G myosin-specific factor [165]
P4 insA2875 GCF [166], AP-2 [166]
P5 NG2428 AC2690 GCF [166]
P6 C2496>G iNsT2669 AP-2 [167], ETF [168], HATE64]
P8 C-5830>A Sp1 [169]
P9 AC2429 insT2504  AC2669 AC2690 Sp1 [170]
P10 AC-5335 Sp1 [169]
P11 A2641>G AC2669 AGCCG2719 Spl [169]
P13 C2536>G  AC2690 AGGC2838  C2863>G AP-2 [171], Sp1 [169]
P14 AT2552 C2559>G G2809>A UCE.2 [173]
P15 AA-5710 AA-5293 LSF [172]
P16 AA2438 C2545>G UCE.2 [173]
P17 C2755>G C2757>G C2800>A G2854>A GATA factar4L
P18 C2806>A C2864>G AP-2 [166]
P19 T-5820>A Sp1 [169]
P20 C2620>G  AC2690 AP-2 [166], Sp1 [175,176]
P21 AC-5558 NF-Y [177]
P23 C-5357>A  G-5377>T NF-Y [177]
P24 AC2690 AC2699 Sp1 [169]
P25 AG-5407 NF-Y [177]
P27 A-5758>G  ATC-5313 TFIID [178]

“A” — delecja

“ins — insercja

P1-P27 — pacjentki u ktérych wygpbwaty zmiany w sekwencji promotora geeGLN1

65



5. DYSKUSJA

Rak szyjki macicy wykazuje kilka cech charakterggtych, ktére wyrgniaja go
sparod innych nowotworéw. Zdrowe komorki nabtonkoweyjkz macicy wykazug
charakterysty& tkanki kedacej w hipoksji [179-181], czego napstwem jest intensywny
rozwoj naczy krwionosnych (waskularyzacja). Wzmona waskularyzacja obserwowana jest
juz we wczesnych etapach rozwoju raka szyjki maciogcgas gdy w przypadku innych
nowotworow jest ona charakterystyczna dla zaawaasgeh stopni klinicznych [180,182].
Zjawisko hipoksji obserwuje siw wiekszagci nowotworéw [32,183,184] i jest ona
nastpstwem zranicowanego poziomu natlenienia znych fragmentow tkanki
nowotworowej. Adaptacja tkanki do stanu hipoksgtj@rocesem zimnym zwipzanym z
regulacy ekspresji wielu genéw reguligych metabolizm w warunkach niskiej zawacio
tlenu oraz genéw unibwiajacych rozwoj nowych naczykrwionosnych w formujcej sk
tkance nowotworowej [185].

W warunkach hipoksji komérki wydzielagzereg cytokin i czynnikdw wzrostu, ktore
indukujg proliferacg, migracg i formowanie s} naczyi krwionosnych przez komorki
srodbtonka [186]. Odpowiedna hipoks} regulowana jest przede wszystkim przez aktyséno
czynnika transkrypcyjnego HIF-1 [187], ktory wplywe ekspregjokoto 70 gendw [92].
Biatko HIF-1 mae by réwniez stabilizowane przez inne czynniki niezale od hipoksiji
[92]. Co wkcej, wielu autoréw wykazatoz ipodwyzszony poziom HIF-1A obserwowany w
wielu nowotworach mee by zwigzany z bardziej agresywnym fenotypem nowotworu {188
191] a take mae zwkksza& odpornd¢ nowotworu na radioterapie i chemioterapie
[192,193].

Szybka, ubikwityno zalma degradacja biatka HIF-1A jest podstawowym
mechanizmem regulagym jego poziom w warunkach normoksji. Spadaj cknienie
parcjalne tlenu wewgtrz tkanki odpowiada za obi@Enie aktywnéci hydroksylaz
prolinowych, w tym hydroksylazy EGLN1. Wynikiem ratagcej hipoksji jest stopniowe
obnizanie aktywnéci hydroksylazy EGLN1 [194], co przektadas sna stopniowy wzrost
stabilizacji biatka HIF-1A, poniewapowinowactwo biatka VHL do niehydroksylowanego
HIF-1A jest niskie [103,116,195]. Hutchison i w$p96] and Haugland i wsp.[197] wykazali
immunohistochemicznie statystyezrkorelacg pomkdzy wysokim poziomem HIF-1A a
niskim pQ w grupie odpowiednio 72 i 42 pacjentek z rakienyjlszmacicy. Podobna

korelacja zostata opisana w raku gtowy i szyi [198]
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NadekspresjddIF-1A byta wczéniej opisana w wielu innych guzach litych m. in. w
raku zotagdka [183], woreczkazotciowego [184], okgznicy, piersi, ptuc, skory, jajnikow,
trzustki, prostaty oraz w raku nerki [32]. Wysokiziom biatka HIF-1A byt take opisywany
w raku szyjki macicy ale tylko z wykorzystaniem wetimmunohistochemicznych [181,199-
205] .W zdrowych komérkach nabtonkowych szyjki negcivysepuja sladowe ilgci biatka
HIF-1A [179-181]. Stabilizacja i wzrost #oi biatka HIF-1A obserwowanegswraz z
progresy raka szyjki macicy. Fujimoto i wsp. [199] opisaitatry statystycznie korelagj
pomicdzy poziomem mRNA dla HIF-1A a stopniem rozwojuaadkzyjki macicy. Podobne
wyniki zaprezentowat No i wsp. [200] analizoj poziom biatka HIF-1A w skrawkach
parafinowych technikami immunohistochemii.sédiatka HIF-1A byta wysza w tkankach z
srodbtonkowy neoplazg oraz w raku inwazyjnym w porownaniu do tkanek kolmych
[200].

W niniejszej pracy po raz pierwszy poddano analizretylacg sekwencji
promotorowej oraz poziom transkryptu i biatka HIR-&v grupie pacjentek z rakiem szyjki
macicy oraz w grupie kontrolnej. Pierwszy raz azwdiano take wzor metylacji oraz poziom
transkryptu dla genwHL.

Wykazano, 2 w tkance nowotworowej wygbuje istotny statystycznie, \§zy
poziom transkryptow i biatka dla HIF-1A oraz trangktow dla genow/HL w poréwnaniu do
tkanki kontrolnej. Po raz pierwszy wykazano Zak iz sekwencje promotorowe obydwu
genow nie g metylowane, co ma sugerowda brak regulacji ich ekspresji poprzez metyacj
DNA. Podwyszona ekspresja gendHL w tkance nowotworowej jest sprzeczna z danymi
prezentowanymi w dotychczasowej literaturze. W pazdku raka nerki [206], szpiczaka
mnogiego [207], raka trzustki [208], przewlekiej alasiczki limfatycznej [209] i
ptaskonabtonkowego raka sromu [210] autorzy praseplowali obnienie poziomu
transkryptow genHL w tkance nowotworowej w porownaniu do tkanki kolriej. Wzrost
ekspresji genuVHL obserwowany w raku szyjki macicy prawdopodobniezendyt
skorelowany ze wzrostem ekspresji geétier-1A. Analiza statystyczna wykazata pozytyayn
istotrg statystycznie, korelagjSpearmana porulzy transkryptamHIF-1A i VHL. Renbaum
I wsp. [211] jako pierwszy wykazak; w regionie 3’ UTR genWHL znajduje s sekwencja
HRE, z ktég moze wigza® sie biatko HIF-1. Z kolei Blagosklonny [212] wskazakn
mozliwos¢ istnienia mechanizmu sprzenia zwrotnego, w ktorym rogoy poziom biatka
HIF-1A aktywuje ekspresjgenuVHL. Z kolei rosacy poziom ekspresji gendHL wptywa
na zmniejszenie ikei biatka HIF-1A, co chroni komogkprzed wejciem w stan apoptozy.
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Jednak bezpwmednich dowodow na indukgjekspresji genwHL przez biatko HIF-1A
dostarczyta praca Karhausen i wsp. [213]. Autorkavgystujc linie komorkow raka szyjki
macicy — Hela, zidentyfikowat funkcjonalne miejdd®E w obebie promotora genHL
oraz wykazat bezpgoednie oddziatywanie czynnika transkrypcyjnego HIE-tym miejscem.
Co wiecej autor wykazat istnienie mechanizmu spenia zwrotnego, ktére powoduje
samoregulagj poziomu biatka HIF-1A poprzez biatko VHL [213]. Wiki prezentowane w
niniejszej pracy doktorskiej otrzymane z tkaneklom@nych od pacjentek potwierdzaj
wyniki uzyskane przez Blagosklonny'ego [212] oraarKausen i wsp. [213].

Funkcjonalna sekwencija HRE wyptje take w sekwencji promotorowej
hydroksylaz prolinowych. Pescador i wsp. [91] ofsletzen i wsp. [90] jako pierwsi
zidentyfikowali funkcjonalne HRE w sekwencji promodwej gendéw hydroksylaz
prolinowych EGLN3 i EGLNL1 Podobnie jak w przypadku getdHL obecné¢ sekwenciji
HRE w promotorze hydroksylaz prolinowych awana jest z mechanizmem negatywnego
sprzzenia zwrotnego regulggego poziom biatka HIF-1A w czasie hipoksji. Henassp.
[214] wykazat wzrost iléci biatka EGLN3 i EGLN1 w czasie hipoksji w komédka
ludzkiego glejaka, co chronito komorki przeamiercia wywotarg hipoksp. Rowniez
Ginouves i wsp. [135] obserwowat akumutablydroksylaz prolinowych w czasie hipoksiji.
Obserwacje te prowadzit na liniach komoérkowych ragkiarsi, okeznicy, pierwotnych
kulturach ludzkich fibroblastéw i keratynocytow, neodelu zwiergcym a take w ludzkim
widkniakomesaku. Akumulacja hydroksylaz byta tu #ak zwgzana z mechanizmem
negatywnego spe¢zenia zwrotnego regulagego ilg¢ biatka HIF-1A w czasie hipoksiji.
Mechanizm ten byt réwnieopisywany w pracach Berra i wsp. [105], Appelhoffsp. [115],
D'Angelo i wsp. [128], Aprelikova i wsp. [130], Mesen i wsp. [131], Minamishima i wsp.
[215] oraz Qutub i Popel [216].

Analiza poziomu transkryptow i biatka EGLN1 w tkanoowotworowej i kontrolnej
wykazata istotnie statystycznie obenie jego iléci w raku szyjki macicy, pomimo braku
metylacji sekwencji promotorowej genu. Brak tut@wniez opisywanego przez innych
autorow mechanizmu negatywnego spenia zwrotnego limitujcego poziom biatka HIF-1A
przez biatko EGLN1. Obserwowane w niniejszej prdoktorskiej obnienie ekspresji genu
EGLN1 w tkance nowotworowe] nmima wyja&ni¢ analizugc jego rejon promotorowy.
Zdecydowana wksza¢ gendw posiadagych w rejonie promotora sekweadiiRE posiada
takze sekwengj HAS. Sekwencja ta zlokalizowana jest 8-9 nukledtygowyzej lub poniej

sekwencji HRE i jest niezidna do peinej aktywacji ekspresji genu przez cZynni
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transkrypcyjny HIF-1 [217]. Sekwencje nukleotydowbezpdrednim gsiedztwie sekwencji
HRE mog takze wplywa& na aktywagj transkrypcji genu [92]. Co wte] do peinej
aktywacji ekspresji nieziolna jest obecr$é niezalenych od hipoksji czynnikow
transkrypcyjnych takich jak ATF-1/CREB-1, AP-1 cHNF-4 [39]. Jeeli w sekwencji
promotorowej wysipia mutacje w rejonie sekwencji HRE, HAS lub miejscazacych

czynniki transkrypcyjne, mma s¢ spodziewd ich negatywnego wptywu na zale od

czynnika transkrypcyjnego HIF-1 ekspregenuEGLN1[39].

Analiza sekwencji promotorowej gertGLN1 wykazata obecn@ licznych mutaciji
zlokalizowanych w miejscach wdania s§ czynnikdw transkrypcyjnych do promotora [194].
Mutacje te wysipowaty tylko w tkance nowotworowej, nie obserwowaich w tkance
kontrolnej. Analiza komputerowa wykazata,adbecné¢ wykrytych mutacji mae wigzat si¢
Z utratp miejsc wizania s¢ wielu czynnikéw transkrypcyjnych w offsie promotora genu
EGLN1 Wysepowanie licznych mutacji w sekwencji promotoroweng EGLN1 maze by
bezpdredny przyczyrp obnizonej ekspresji tego genu w tkance nowotworowe] w
poréwnaniu z tkankkontrolrg [194]. W literaturze opisano rowrienutacje wysipujagce w
obrebie promotora genEGLNY], u pacjentow z chor@bVaqueza, u ktorych wygtowaty
dodatkowo liczne guzy [218]. Wyniki prezentowanenimiejszej pracy doktorskiej oraz w
pracach innych autorbw mggugerowd, iz hagromadzenie mutacji w promotorze genu
EGLN1 prowadzi do obrienia jego ekspresji, co m® wpltywa na progresj choroby

nowotworowej.

Negatywny wptyw na rozwdj raka szyjki macicy mazmakeceptor CXCR4. Receptor
ten wgze hemokig CXCL12 i aktywug wewmgtrzkomoérkowy sciezke sygnalizacyjn, ktéra
promuje proliferagj i migracg komoérek nowotworowych [73]. GeGXCR4ulega ekspresji
w licznych tkankach takich jak szpik kostny, lim§ig T, sledziona, grasica, ¢zty chionne,
przysadka moézgowa, nadnercza [219]. Ekspresja tpgm obserwowana jest fak w
licznych komérkach nowotworowych w tym w raku j&aj piersi, ptuc, prostatyotadka,
okreznicy, nerek, mdzgu, tarczycy,gwoby, trzustki, przetyku, jamy ustnej, czerniakayjce
macicy i biataczce [219]. Analiza komputerowa wyddaz iz gen ten posiada liczne wyspy
CpG zlokalizowane w sekwencji promotorowej. doto sugerowa potencjalg regulacg
epigenetyczg jego ekspresji. Wyniki dotygee ekspresji genuCXCR4 w tkance
nowotworowej pozostajsprzeczne. Chick i Szyf [220] oraz Ateeq i wsRlPwykazali, #
uzycie 5’-aza-2’-deoksycytozyny (5-aza-CdR) powodujelemetylacg sekwenciji

promotorowej genuCXCR4 ktéra prowadzi do indukcji jego ekspresji w licha
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komorkowych raka piersi MCF-7 i ZR-75-1. Z kolei jPex i wsp. [222] przeprowadzili
analiz metylacji sekwencji promotorowej genlCXCR4 na materiale klinicznym
pochodacym od 6 zdrowych kobiet oraz 163 pacjentek z zaaa&anym rakiem piersi.
Analiza ta wykazata catkowity brak metylacji ge@XCR4zarowno w grupie kontrolnej jak i
u pacjentek z zaawansowanym rakiem piersi. Przibylasp. [223] oraz Sato i wsp. [224]
analizowali wzor metylacji oraz ekspregjenuCXCR4w raku trzustki. Przybylski i wsp.
[223] wykorzystugc linie komdrkow AsPC1l z nokautowanymi genami dENMT1 oraz
DNMT3B wykazat, # obnizenie ekspresji metylotransferaz zmane jest z demetylagc
promotora genlCXCR4oraz wzrostem jego ifgi na poziomie transkryptu i biatka. Sato i
wsp. [224] porownat wzor metylacji sekwencji prommwej CXCR4 w tkance nabtonkowej,
pierwotnych gruczolakorakach trzustki oraz linidabmorkowych raka trzustki. Metylacja
sekwencji promotorowe] wygbowata tylko w tkance nowotworowej oraz w liniach
komorkowych raka trzustki [224]. Metylacja sekwermjomotorowej byta take opisana w
linii komorkowej gruczolakoraka endometrium Ishika®R+ [225], w komorkach czerniaka
[226] oraz w materiale pochogizym od pacjentéw z metaplazgzpikowy [227]. Aktywnas¢
CXCR4 byta réwnie analizowana w raku szyjki macicy jedraktylko z wykorzystaniem
technik immunohistochemii. Kodoma i wsp. [228] armalvat poziom biatka CXCR4 w
tkankach pochodych od 174 pacjentek z rakiem szyjki macicy zakalwanych do
stopnia zaawansowania klinicznego IB-IIB. Autor suge, # podwyzszona ilé¢ biatka
CXCR4 mae by skorelowana z przerzutami dogztOw chtonnych, a sama #6 biatka
CXCR4 mae by wykorzystana jako markéwiadczcy o ztym rokowaniu dla pacjentek z
rakiem szyjki macicy. Podobne wyniki opublikowat &g i wsp. [229]. Autor sugeruje; i
podwyzszona ilé¢ biatka CXCR4, analizowana immunohistochemicznie3% tkankach
pochodacych od pacjentek z ptaskonabtonkowym rakiem sayjlcicy, mae by zwigzana

z przerzutami komoérek nowotworowych dezkdw chtonnych. Yang i wsp. [230] wykazat, i
wysoki poziom biatka CXCR4 zwzany jest z proliferagj i migracp komorek
gruczolakoraka szyjki macicy. Dodatkowo komérki miworowe, w ktdérych wyspuje duza
ilos¢ biatka CXCR4 wykazuj tendeng} do tworzenia przerzutow doe¢atow chionnych
[230]. Z kolei Rein i wsp. [231] wykorzystg selekcjonowane komorki z pierwotnych
nowotworéw, komorki nienowotworowe jak i mde linie raka szyjki macicy wykazat
aktywnai¢ promotora gentCXCRA4tylko w pierwotnych liniach komérkowych oraz wikch

nowotworowych raka szyjki macicy, przy czym aktywéita byta bardzo niska [231].
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Wyniki prezentowane w pracy doktorskiej wskazop statystycznie istotny, kgzy
poziom transkryptow gen€CXCR4w pierwotnym zaawansowanym raku szyjki macicy w
poréwnaniu do tkanki kontrolnej. Zekszory ekspresj genuCXCR4w raku szyjki macicy
mozna wyttumaczy analizugc struktug promotora tego genu. Staller i wsp. [73] wykazat i
HRE zlokalizowany w pozycji -1,3 kpz od miejscargtatranskrypcji jest kluczowy dla
indukcji ekspresji genlCXCR4 przez czynnik transkrycyjny HIF-1. Co ¢ej miejsce to
znajduje s} w rejonie, w ktorym wyspuja liczne wyspy CpG, co nie swiadczy o
potencjalnej epigenetycznej regulacji ekspresjotggnu. Jednalke wyniki analizy metylacji
sekwencji promotorowej genlCXCR4 prezentowane w niniejszej pracy wskazuja
potencjalny brak epigenetycznej regulacji jego e&sjp w pierwotnym, zaawansowanym
raku szyjki macicy. Analiza sekwencji promotorowejkance nowotworowej jak i kontrolnej
wykluczyta obecn& metylacji wysp CpG w analizowanym fragmencie préona [232].

Jako pierwszy bezgmednich dowoddéw na regulgciekspresji genuCXCR4 przez
biatko HIF-1A dostarczyt Tang i wsp. [233]. Wykostyjac transfekowaa lini¢ komorkowg
raka szyjki macicy- SiHa, autor wykazate nadekspresja czynnika HIF-1A powagu;j
nadekspregj CXCR4, co wplywa bezpoednio na proliferagj i migracg komorek raka
szyjki macicy [233]. Wyniki prezentowane w pracydzak i wsp. [232] rowniewskazug na
istotry statystycznie wisz ekspresj genuCXCR4w tkance nowotworowej w poréwnaniu
do tkanki kontrolnej. Ekspresja ta veoby bezpdrednio zwizana z wysokim poziomem
biatka HIF-1A w tkance nowotworowej [234], ktore peo bezpérednio wplywd na
ekspresj genuCXCR4 Zatazenie to potwierdza analiza korelacji Spearmana paryi HIF-
1A oraz CXCR4 [232], poniewapomkdzy obydwoma analizowanymi genami wysije
pozytywna, istotna statystycznie korelacja. Dlatégo wyniki prezentowane w niniejszej
rozprawie doktorskiej po raz pierwszy potwierdzajyniki prezentowane przez Tang i wsp.
[233].

DNMT3A nalezy do rodziny de novo metylotransferaz, i ulega zndicowanej
ekspresji w czasie rozwoju embrionalnego [235-2Nie udato sj dotychczas pozida
wszystkich funkcji DNMT3A. Wiadomo,zi embriony mysie pozbawione gemNMT3A
rozwijaja sie prawidtowo, jednake umierag wkrotce po urodzeniu [238]. Zeaek pomé¢dzy
ekspresj genuDNMT3A a rozwojem procesu nowotworowego jest a@gcw duzej mierze
nieznany. Deng i wsp. [239] wykorzysiajsiRNA-DNMT3A wykazat na modelu mysimy i
zahamowanie ekspresji genDNMT3A powoduje zahamowanie wzrostu i przerzutow

czerniaka. Podwszona ekspresja ge@NMT3Aw tkance nowotworowej w poréwnaniu do
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tkanki kontrolnej opisana zostata w pierwotnym rakelita grubego [240], raku
ptaskonabtonkowym jamy ustnej [241] oraz w retiragdbmie [242]. Wyniki prezentowane w
niniejszej pracy doktorskiej potwierdzajadekspregjgenuDNMT3Aw tkance pochodzej

z raka szyjki macicy w porownaniu do tkanki kontrgl Jako pierwszy dowodow
swiadcacych o udziale metylotransferazy DNMT3A w metyladdNA w czasie
kancerogenezy dostarczyt Zhao i wsp. [243]. Autaoliserwowat podwaszory ekspresj
genuDNMT3Aw liniach komérkowych oraz w tkankach rakatmby. Wylgczenie ekspresji
genuDNMT3Aw linii raka watroby SMMC-7721 spowodowato wzrost ekspresji 15680ye,

z ktérych 91 posiadato wyspy CpG w rejonie promat@43]. W grupie tej znalaztoesaz 13
gendéw zaliczanych do kluczowych stresorow transémjmnowotworowej kontroluajcych
proliferacg i cykl komorkowy [243]. Jednale najnowszych danych dotyexch wplywu
metylotransferaz, w tym #mych izoform genuDNMT3A na regulag epigenetyczna
ekspresji wielu gendw dostarcza praca Choi i wap4].

Ekspresja gendw metylotransfer@NMT1 [245] i DNMT3B [246] jest niezwykle
istotha dla procesu kancerogenezy. Nadekspresjadwabygenow byta wielokrotnie
opisywana w licznych nowotworach [247]. W przypadkaka szyjki macicy opisano
dotychczas, wykorzystygg techniki immunohistochemii, jedynie $l© biatka DNMTL1.
Sawada i wsp. [248] opisat #6 biatka DNMT1 w zdrowych komadrkach szyjki macicy,
dysplazjach stopnia I, 1l oraz lll, a takw ptaskonabtonkowym raku szyjki macicy. Autor
zaobserwowat korelagj pomkdzy wzrostem iléci biatka DNMT1, a stopniem
zaawansowania raka szyjki macicy z maksimum wzrestprzypadku raka inwazyjnego.
Autor zasugerowat réwnie iz podwyzszona ilé¢ biatka DNMTL1 jest zwjzana z bardzo
wczesnymi etapami raka szyjki macicy, poniewakspresja gentDNMT1 moze by
stymulowana przez biatka E6 i E7 wirusa HPV-16. iYgu wsp. [249] opisat stymulagj
ekspresji gendDNMT1 przez biatko E6 wirusa HPV-16 w liniach komérkowy@ka szyjki
macicy, natomiast Burgers i wsp. [250] wykazal w8ppdnie oddziatywanie biatka E7
wirusa HPV16 z biatkiem DNMT1 na modeln vitro [250]. Brak natomiast jakichkolwiek
danych o ekspresji gerNMT3Bw raku szyjki macicy, zarbwno na poziomie trangkuy
jak i biatka. Wyniki prezentowane w niniejszej pyatoktorskiej po raz pierwszy poroOwguj
ekspresj metylotransferazy DNMT3B na poziomie transkryptémtkance nowotworowej i
kontrolnej w raku szyjki macicy. Uzyskane wynikidaa wskazug, iz tkanka nowotworowa
wykazuje istotnie statystycznie wszy ekspresj DNMT3B a take DNMT1 w poréwnaniu

do tkanki kontrolnej.

72



6. WNIOSKI

1. W zaawansowanym, pierwotnym ptaskonabtonkowynku reszyjki macicy
zwigkszona il@¢ transkryptow i biatka HIF-1A w porownaniu do tkarkontrolnej, mae
wptywaé na obserwowany w tkance nowotworowej wzrosgdidranskryptéw dla genow
VHL i CXCR4 Nie wptywa natomiast na #6 transkryptow i biatka EGLNL1.

2. Wzrost ekspresji genW¥HL towarzysacy wzrostowi ilgci biatka HIF-1A w
komodrce nowotworowej, ni@ by czynnikiem uniemgiwiajgcym komaorce nowotworowej
wejscie w stan apoptozy.

3. Obniona ilas¢ transkryptow i biatka EGLN1 w tkance nowotworowspz brak
opisywanego przez innych autoréw mechanizmuegpria zwrotnego poraizy HIF-1A a
EGLN1 zwgzany jest z wyspowaniem licznych mutacji w otlsie miejsc wizania st
czynnikow transkrypcyjnych w sekwencji promotoroyenuEGLN1

4. Pomimo obecrigi ,wysp” CpG w sekwencji promotorowej gen@GLN1, HIF-
1A, VHL i CXCR4oraz obserwowanego wzrostu sitd transkryptow dla metylotransferaz
DNA (DNMT3A, DNMT3B i DNMT1) w tkance nowotworowejzaden z analizowanych
genow EGLNZ HIF-1A, VHL i CXCR4 nie jest regulowany poprzez metykaEjNA.
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7. STRESZCZENIE

Kancerogeneza jest zonym procesem, w Kktory zaarmgavany jest szereg
czynnikbw zaroéwno genetycznych jak i epigenetychnytdmaliwiaja one komorkom
nowotworowym nabycie nowych cech, przez co komdadkowe staj sie odporne na
dziatanie inhibitorow wzrostu, nabywapieograniczony potencjat replikacyjny oraz cechuje
je inwazyjna¢ i zdolna¢ do tworzenia przerzutow.

Rak szyjki macicy wykazuje kilka cech charakterggtych, ktére wyrgniaja go
sparod innych nowotworéw. Zdrowe komorki nabtonkoweyjgz macicy wykazug
charakterysty& tkanki bedacej w hipoksji. Zjawisko hipoksji obserwuje¢sw wigckszaci
nowotwordw i jest ona nagistwem niskiego poziomu natlenienia tkanki nowotweej.
Kluczowym elementem zwzanym z adaptagjorganizmu do niskiego gtenia tlenu jest
czynnik indukowany hipoksj — HIF. HIF jest heterodimerycznym czynnikiem
transkrypcyjnym sktadagym st z jednej z 3 wrdiwych na s¢zenie tlenu podjednostak
oraz z wspolnej, ulegagej konstytutywnej ekspresji podjednostki Czynnik ten reguluje
ekspresj okoto 70 gendw posiadgych w swojej sekwencji promotorowej element
odpowiedzi na hipoksj(HRE). Jednym z genow posiaglaych sekwenej HRE w obebie
promotora jesCXCR4 Gen ten, podobnie jaEGLN], HIF-1A i VHL maze by rowniez
regulowany poprzez metylacDNA poniewa posiada w olgbie sekwencji promotorowej
Wyspy’ CpG. Za metylagi DNA odpowiedzialne g metylotransferazy DNA, do ktorych
zaliczmy DNMT3A, DNMT3B i DNMT1.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto porowreaekspresji wybranych genow
zaangaowanych w proces hipoksji poaaizy tkanlky nowotworows raka szyjki macicy a
tkanky kontrolrg. Podgto takze prole okreslenia regulacji ich ekspresji (genetyczna,
epigenetyczna) oraz skorelowano eksgrgenuHIF-1A z ekspresj genéw zaangawanych
w proces hipoksji i progrespowotworu.

W celu realizacji wyej opisanych zaleen analizowano poziom transkryptéw dla
genow EGLN] HIF-1A, VHL, CXCR4 DNMT3A DNMT3B i DNMT1 oraz ilg¢ biatka
EGLN1 i HIF-1A w tkankach nowotworowych (n=30) i grupie kontrolnej (n=30).
Przeprowadzono tak reako} sekwencjonowania regionu promotorowego ge@LN1oraz
analizowano wzor metylacji DNA sekwencji promotoejvgenOWEGLNZ, HIF-1A, VHL i
CXCR4

Analiza Real-time PCR i Western Blot wykazala isjostatystycznie aszy poziom
transkryptow (p=0,0005) i biatka (p=0,0023) EGLNlkance nowotworowej w poréwnaniu
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do tkanki kontrolnej. Zmniejszona ekspresja g&t@LN1 zwigzana byta z wygpowaniem
licznych mutacji, ktére prawdopodobnie unietiiwialy wigzanie s¢ czynnikéw
transkrypcyjnych w sekwencji promotorowej badanggou.

Analiza poziomu transkryptéw genoMiF-1A, VHL, CXCR4 DNMT3A DNMT3Bi
DNMT1 wykazata z kolei wzrost ich i§gi w tkance nowotworowej w poréwnaniu do
kontrolnej (odpowiednio p<0,0001, p=0,0042, p=080%0,0163, p=0,0003 and p<0,0001).
W tkance nowotworowej obserwowano zakwyzszy poziom biatka HIF-1A w poréwnaniu
do tkanki kontrolnej (p=0,0037).

Pomimo wys¢powania ,wysp” CpG w sekwencji promotorowej genB@LN1, HIF-
1A, VHL i CXCR4 analiza wzoru metylacji wykluczyta regulacjch ekspresji poprzez
metylacg DNA.

Korelacja ekspresji gentIF-1A z ekspres gendw zaangawanych w proces
hipoksji i progresj nowotworu wykazata,zi moze on wptyw& na ekspregj CXCR4
(korelacja Spearman’a =0,445; p=0,0141) u pacjenteierwotnym, zaawansowanym rakiem
szyjki macicy.

Wykazano take wystpowanie mechanizmu sgeznia zwrotnego, w ktorym HIF-1A
moze sam regulow@ poziom wiasnego biatka poprzez wptyw na ekspregnu VHL
(korelacja Spearman’a =0,515; p=0,003). Rognpoziom ekspresji VHL zmniejsza $a

biatka HIF-1A co chroni komokkprzed wejciem w stan apoptozy.
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8. SUMMARY

The development of cervical cancer is determinedyéyetic and epigenetic factors
which result in the persistence of a malignant plyge. Moreover cervical cancer exhibits
some unique differences from other solid tumorsrnNg cervical stratified epithelia has
characteristics of hypoxic tissue. Low level of gen (hypoxia) induces HIF-1 (hypoxia-
inducible factor-1) transcription factor, which asheterodimer composed of constitutively
expresse@ subunit and a hypoxia-inducibla-subunit. HIF-1A targets the transcription of
over 70 genes involved in many aspects of canatody. In well-oxygenated environments,
the HIF-1A subunit is post-translationally hydroatdd by EGLN1. Further pVHL may bind
to HIF-1A and target it for proteosomal degradatiddnder hypoxic stress, proline
hydroxylase (EGLN1) activity is diminished, andistized form of HIF-1A is involved in the
activation of tissue response to hypoxia. One efgénes, which could be induced by HIF-1A
iIs CXCR4 This gene as well &GLN1, HIF-1A andVHL could be potentially epigenetically
regulated by methylation of CpG dinucleotides ledatin the promoter region. DNA
methylation is catalyzed by DNA methyltransferadeMT3A, DNMT3B and DNMT1).

| examined theEGLNJ, HIF-1A, VHL, CXCR4 DNMT3A DNMT3B and DNMT1
transcript levels and EGLN1 as well as HIF-1A piotevels in cancerous tissue (n=30) and
non-cancerous, normal uterine cervical tissue (Wf@0n a Polish cohort. Moreover single
point mutations ofEGLN1 and methylation status dGLN1, HIF-1A, VHL and CXCR4
promoter regions in cancerous and normal tissu@kgnhave been analyzed.

Real-time PCR and Western Blot analysis showedifsigntly lower levels of
EGLN1 transcript (p=0.0005) and protein (p=0.0023) imamous tissues compared to
corresponding normal uterine cervical tissue. DesedEGLN1 transcript and protein levels
were associated with the presence of single poutations in promoter region of this gene.
Sequencing analysis showed an accumulation of mogain promoter regions &GLN1in
advanced cervical cancer specimens. Moreover, ctanpanalysis of these mutations
revealed a loss of transcription factors bindirigssi

In addition to that | observed significantly higherels of HIF-1A, VHL, CXCR4
DNMT3A DNMT3B and DNMT1 transcript (p<0.0001, p=0.0042, p=0.0058, p=0.0163
p=0.0003 and p<0.0001 respectively) and HIF-1A grot(p=0.0037) levels in cancerous
tissue compared to normal uterine cervical tisdDNA methylation alternation between
cancerous and control tissue were not observetiaiEGLN], HIF-1A, VHL and CXCR4

promoter regions.
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CXCR4 and VHL posses a functional hypoxia resposisenent (HRE) within the
promoter region. To best of my knowledge, thishe first report concerning induction of
CXCR4gene expression by HIF-1A (Spearman correlatiogffimient=0.445, p=0.0141) in
patients with primary advanced uterine cervicaticenma. These findings may also suggest
that HIF-1A could promote its own degradation bg ihduction ofVHL gene expression
(Spearman correlation coefficient=0.515, p=0.003)s may imply the presence of negative
feedback pathway during hypoxia to regulate théspcific oxygen threshold for HIF-1A

activation.
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9. WYKAZ SKROTOW
AP-1 - czynnik transkrypcyjny (an@ctivator protein )
AP-2 — czynnik transkrypcyjny AP-2 alfa(anganscription factor AP-2 alpha)
ARNT - biatko gdrowe ARNT (angaryl hydrocarbon nuclear translocatpr
ATF-1 - czynnik transkrypcyjny (an@ctivating transcription factor JL
BCA — metoda pomiaru gtenia biatek z zastosowaniemz kwasu bis-cynchonigowe
(angbicinchoninic aid assay
bHLH - struktura helisa-skt-helisa &ang. basic helix-loop-hel)x
CIN — wewmtrznabtonkowa neplazja szyjki macicy (t@aervical intraepithelial neoplasja
cMyc — biatko protoonkogenowe myc (ang. myc proto-oncegeroteir)
CMV - cytomegalowirus (andiuman herpesvirgs
CREB1 - czynnik transkrypcyjny (angAMP responsive element binding protejn 1
CXCR4 - receptor chemokiny 4 (anghemokine (C-X-C motif) receptoy 4
CTAD - C-terminalna domena transaktywacyjna (abgerminal transactivation domajn
DNMT - DNA metylotransferaza (an®NA (cytosine-5-)-methyltransfergse
EBV - wirus Epsteina-Barr (angpstein-Barr viruy
EGLN - hydroksylaza prolinowa dla HIF (aniglF prolyl hydroxylaség
E2F — czynnik transkrypcyjny (ande2F transcription factoy
E6-AP — biatko zwhzane z biatkiem E6 (angellular E6-associated protejn
FIGO - Miedzynarodowa Federacja Ginekologii i Potectwa (anglnternational
Federation of Gynecology and Obsts}ric
HAS - sekwencja pomocnicza dla HIF-1 (akfjF-1 Ancillary Sequenge
HIF — czynnik indukowany hipoksj(ang.Hypoxia Inducible Factgr
HIV - wirus niedoboru odporgoi (ang.human immunodeficiency vifus
HMBS - syntaza hydroksymetylenobilanowa (ang. hydroxyrylbtlane synthase)
HPV - wirus brodawczaka ludzkiego (afguman papilona virys
HRE - element odpowiedzi na hipokgjang.Hipoxia Respond Elemgnt
HSLI - zmianasrodnabtonkowa diego stopniagng.high grade squamous intraepithelial
lesion
HSV2 — wirus opryszczki typu 2 (anderpes simplex virus) 2
IPTG - izopropylotiogalaktozyd

kpz - kilo par zasad
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lacZ - podjednostka alfa enzynfit-galaktozydazy (andpeta-D-galactosidage

LINEs - diugie rozproszone sekwencjgjowe @ng. long interspersed nuclear eleménts

LSIL - zmiansrédnabtonkowa niskiego stopnia (ahmw grade squamous intraepithelial
lesioh

MBD - biatko zwierajce domen wiazaca m°CpG @ang. mCpG binding domain proteiis

MeCP - biatko wiazace metylowany dinukleotyd C@iig. miCpG binding proteih

NFKB — czynnik gdrowy kB (ang. nuclear factokB)

NTAD - N-terminalna domena transaktywacyjna (adgerminal transactivation domajn

ODD - zalezna od tlenu domena degradacyjna (angygen-dependent degradation domain

PH-4 - hydroksylza prolinowa (angrolyl 4-hydroxylasg

PVDF — membrana z polifluorku winylidenu

pz — par zasad

TSG — gen supresorowy transformacji nowotworowag)q. Tumor Suppressor Ggne

VHL - supresor transformacji nowotworowej VHL (awgn Hippel-Lindau tumor
suppresspr

X-Gal - 5-bromo-4-chloro-3-indolyp-D-galaktopiranozyd

5-aza-CdR- 5’-aza-2’-deoksycytozyna
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