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1. WSTĘP 

 1.1. Rak szyjki macicy 

 Pomimo postępujących prac nad skutecznością i powszechnością profilaktyki raka 

szyjki macicy na świecie w dalszym ciągu stanowi on istotny problem medyczny. 

Rocznie notuje się około 500 000 zachorowań i 250 000 zgonów z powodu raka szyjki 

macicy [1]. Rak ten jest jednym z najczęściej występujących nowotworów narządów 

płciowych u kobiet w Polsce. Każdego roku notuje się około 4000 nowych przypadków z 

czego około 2000 kobiet umiera [2]. Wysoka zachorowalność na raka szyjki macicy w Polsce, 

porównywalna z zachorowalnością w krajach trzeciego świata ma swoje uzasadnienie. Na 

pierwszy plan wysuwa się rozpowszechnienie czynników ryzyka rozwoju raka szyjki macicy, 

które są stosunkowo dobrze poznane i opisane. Do czynników głównych zalicza się: 

zakażenie wirusem brodawczaka ludzkiego (ang. – human papiloma virus) HPV 16, 18, 31, 

33, 45, wiek, palenie papierosów, immunosupresję, wczesne rozpoczęcie współżycia 

płciowego, duża liczba partnerów płciowych [3], wielokrotne porody [4], niski status 

socjoekonomiczny, CIN2 i CIN3 w wywiadzie. Do czynników sprzyjających możemy 

zaliczyć również: wieloletnie stosowanie hormonalnych leków antykoncepcyjnych, dietę 

ubogą w antyoksydanty, częste stany zapalne pochwy wywołane przez Chlamydia 

trachomatis, Neisseria gonorrhoeae oraz zakażenia wirusami HIV, CMV, EBV i HSV 2 [5]. 

 

 1.2. Wirus brodawczaka ludzkiego – HPV 

 Wirusy brodawczaka ludzkiego należą do małych, nagich wirusów DNA, z kolistym 

genomem wielkości około 8000 par zasad (pz). Dotychczas poznano około 200 typów wirusa 

HPV zgrupowanych w 16 grup z czego około 30 typów odpowiada za infekcję narządów 

moczowo−płciowych [6,7]. Wirusy odpowiedzialne za infekcję narządów 

moczowo−płciowych dzielą się na 3 grupy: 

 − wirusy niskiego ryzyka (np. HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108), 

 − wirusy średniego ryzyka (np. HPV 26, 53, 66), 

 − wirusy wysokiego ryzyka (np. HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 

73, 82). 

 W kolistym genomie wirusa można wyróżnić 3 regiony: region kodujący białka fazy 

wczesnej (E1-E7), region kodujący białka fazy późnej (L1 i L2) oraz region regulatorowy 

(RR) (Rycina 1) [8]. 
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Rycina 1. Struktura kolistego genomu wirusa HPV. E1-E7 −białka fazy wczesnej, L1-L2 − 

białka fazy późnej, RR − region regulatorowy. 

 

Białka fazy wczesnej aktywowane są jako pierwsze po wniknięciu wirusa do komórki 

gospodarza. Białko E1 bierze udział w replikacji wirusa oraz jest odpowiedzialne za 

podtrzymanie genomu wirusa w postaci episomu. Białko E2 jest kofaktorem replikacji wirusa 

oraz reguluje proces transkrypcji wirusowego DNA. Białko E4 wpływa na replikacje i 

dojrzewanie wirusa natomiast białko E5 poprzez oddziaływanie z receptorami komórki 

gospodarza wpływa na adhezję i ruchliwość komórek oraz sygnalizację komórkową [9]. 

Głównymi białkami onkogennymi wirusa HPV są E6 i E7. Białka te odpowiadają za 

unieśmiertelnienie komórki gospodarza poprzez oddziaływanie z białkiem p53 oraz Rb1 

[10,11]. W komórkach nabłonkowych ubikwityno−zależna degradacja białka p53 

kontrolowana jest przez białko MDM−2. Natomiast w komórkach zainfekowanych wirusem 

HPV białko MDM−2 zastępowane jest przez kompleks białkowy nazwany E6−AP (ang. 

cellular E6−associated protein) [12]. Zastąpienie białka MDM−2 przez E6−AP skraca okres 

półtrwania białka p53 oraz znacząco zmniejsza jego ilość w komórkach zainfekowanych 

wirusem HPV [12]. Białko E6 stymuluje także aktywność telomerazy, co w połączeniu z 

inaktywacją białka p53 skutkuje unieśmiertelnieniem zainfekowanych komórek [13,14]. 

Natomiast białko E7 poprzez oddziaływanie z białkiem Rb-1 uwalnia czynnik transkrypcyjny 

E2F indukujący ekspresję genów zaangażowanych w proces proliferacji komórkowej [15,16]. 

W końcowym etapie cyklu życiowego wirusa ekspresji ulegają geny kodujące białka fazy 

późnej. Geny te kodują większe (L1) oraz mniejsze (L2) białko kapsydu [8]. 
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 Wirusy posiadają także zdolność regulacji ekspresji własnych genów poprzez zmiany 

w metylacji DNA zainfekowanej komórki. Białka wirusa w sposób pośredni i/lub bezpośredni 

zmieniają wzór metylacji sekwencji promotorowych genów komórki gospodarza. Białka 

kodowane przez te geny wpływają na proces apoptozy, cykl komórkowy, naprawę DNA, 

ścieżkę sygnalizacyjną WNT oraz inne procesy [17]. 

 

 1.3. Ocena wymazów cytologicznych za pomocą systemu Papanicolau oraz 

Bethesda 

Pierwsza skala oceny wymazów cytologicznych z szyjki macicy została 

zaproponowana w 1942 roku [18]. Wprowadzenie systemu Papanicolau do programu 

profilaktyki raka szyjki macicy na szeroka skalę spowodowało około 50% obniżenie 

zachorowalności i 70% umieralności na raka szyjki macicy. Podstawą tego systemu jest 

badanie cytologiczne rozmazów z części pochwowej szyjki macicy pozwalające ocenić czy 

złuszczające się komórki są prawidłowe czy patologiczne. W rozmazach oprócz komórek 

nabłonkowych pochodzących z tarczy i kanału szyjki macicy, a niekiedy nawet z jamy 

macicy, występują też komórki nienabłonkowe (np. krwinki czerwone, limfocyty, komórki 

zapalne), komórki martwicze i resztki cytoplazmy stanowiące tło rozmazów. Ocena tła 

rozmazów ma znaczenie pomocnicze i umożliwia uściślenie rozpoznania cytologicznego. 

Obecność komórek nieprawidłowych (atypowych) na tzw. "czystym" tle może świadczyć o 

procesach przedinwazyjnych (wczesnych), natomiast tzw. "brudne" tło może być rezultatem 

bardziej zaawansowanego stadium. Ocenę wymazów cytologicznych zgodnie z systemem 

Papanicolau przedstawiono w Tabeli 1. 
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Tabela 1. Charakterystyka wymazów cytologicznych w systemie Papanicolau [18]. 
 

 

System Papanicolau pozwala na wykrycie w rozmazie komórek nowotworowych 

pochodzących z szyjki, a czasem i z jamy macicy już w bardzo wczesnym stadium. Jednakże 

wartość tej metody zależy od umiejętności oceny i interpretacji zmian morfologicznych oraz 

prawidłowej klasyfikacji zmian. Pomimo niewątpliwych korzyści jakie przyniosło 

zastosowanie systemu Papanicolau w profilaktyce cytologicznej raka szyjki macicy, obecnie 

uważa się go za niedoskonały ze względu na zbyt wysoki odsetek wyników fałszywie 

negatywnych, ocenianych na 20%. Pomimo niedoskonałości system ten wykorzystywany jest 

nadal w wielu ośrodkach. 

W roku 1988 Narodowy Instytut Onkologii USA w Bethesda zaproponował 

wprowadzenie nowych zasad opisywania wyników cytologicznych [19]. Zasady te następnie 

modyfikowano w 1991 i 2001 roku [20]. System Bethesda eliminuje błędy metodyczne 

popełniane w trakcie pobierania materiału. W systemie tym wymaz kwalifikuje się pod 

względem jakości materiału jako nadający się lub nieodpowiedni do oceny oraz uwzględnia 

 

SYSTEM PAPANICOLAU 
 

Grupa I 

 

w rozmazie stwierdza się prawidłowe komórki powierzchownych warstw 
nabłonka wielowarstwowego płaskiego tarczy szyjki macicy, komórki 
gruczołowe z kanału szyjki oraz pojedyncze komórki zapalne 
 

Grupa II 

 

w rozmazie obok komórek z grupy I występują liczne komórki zapalne, 
komórki nabłonkowe wykazujące zmiany zwyrodnieniowe oraz komórki 
pochodzące z procesów regeneracyjnych; w grupie tej nie stwierdza się 
komórek dysplastycznych czy nowotworowych 

 

Grupa III  

 

w rozmazie widać komórki z cechami dysplazji małego, średniego lub dużego 
stopnia 
 

Grupa IV 

 

w rozmazie występują komórki o cechach raka płaskonabłonkowego 
przedinwazyjnego 
 

Grupa V 

 

w rozmazie występują komórki nowotworowe odpowiadające rakowi 
płaskonabłonkowemu naciekającemu szyjki macicy lub innemu nowotworowi 
złośliwemu szyjki lub trzonu macicy 
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się obecność zakażenia wirusem HPV. Na podstawie wieloletnich badań i obserwacji odkryto 

silny związek między obecnością zakażenia wirusem HPV, a dysplazją niskiego stopnia. Stan 

ten określa się w systemie Bethesda jako zmianę śródnabłonkową niskiego stopnia − LSIL 

(ang. low grade squamous intraepithelial lesion). Wymaz cytologiczny opisany jako LSIL 

mówi o prawdopodobnym wpływie zakażenia wirusem HPV na morfologię komórek 

nabłonka wielowarstwowego płaskiego. Stan taki nie wymaga natychmiastowej weryfikacji 

patomorfologicznej. W przypadku obecności zmian na tarczy szyjki macicy wykonuje się 

badanie powierzchni tarczy za pomocą specjalnego mikroskopu (badanie kolposkopowe). 

Przy satysfakcjonującym obrazie kolposkopowym badanie cytologiczne powtarza się po 6 i 

12 miesiącach. Po upływie 12 miesięcy wskazane jest także wykonanie oznaczenia obecności 

DNA wirusa HPV 16. Jeżeli obraz cytologiczny opisywany jako LSIL utrzymuje się powyżej 

12 miesięcy oraz potwierdzono diagnostycznie obecność zakażenia typem onkogennym 

wirusa HPV 16 należy ponowie wykonać badanie kolposkopowe i ewentualną biopsję do 

weryfikacji patomorfologicznej. Należy również pamiętać, iż 80 % zakażeń HPV i 80% CIN I 

ulega samoistnej regresji w okresie 12-24 miesięcy [4]. 

Jeżeli obraz cytologiczny zostanie zakwalifikowany jako zmiana śródnabłonkowa 

dużego stopnia − HSLI (ang. high grade squamous intraepithelial lesion) wskazana jest 

natychmiastowa weryfikacja patomorfologiczna na podstawie pobranych, celowanych 

wycinków ze zmian na tarczy szyjki macicy. Obraz cytologiczny sygnalizujący cechy HSIL 

należy interpretować jako obecność zmian komórkowych wynikających z trwałego zakażenia 

typem onkogennym wirusa HPV utrzymującego się w latach poprzedzających aktualne 

badanie. 

Stanem przedrakowym dla szyjki macicy jest dysplazja, którą określa się mianem 

wewnątrznabłonkowej neoplazji szyjki macicy − CIN (łac. cervical intraepithelial neoplasia). 

Wyróżnia się trzy stopnie dysplazji szyjki macicy (Tabela 2, Rycina 1) mały (CIN I), średni 

(CIN II) i duży (CIN III) [21]. 
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Tabela 2. Charakterystyka dysplazji szyjki macicy [21]. 
 

cervical intraepithelial neoplasia −−−− CIN 
 

CIN I 
 

CIN II 
 

CIN III 

−−−− proliferacja niedojrzałych 

komórek ograniczona do dolnej 1/3 

nabłonka 

−−−− zachowana polarność komórek 

we wszystkich warstwach 

−−−− nieliczne mitozy u podstawy 

nabłonka 

−−−− niewielki polimorfizm jąder 

komórkowych 

−−−− możliwa obecność koliocytozy  

−−−− proliferacja niedojrzałych 

komórek ograniczona do dolnych 

2/3 nabłonka 

−−−− komórki warstw 

powierzchniowych wykazują cechy 

dojrzewania 

−−−− obecny polimorfizm jąder 

komórkowych 

−−−− niedojrzałe komórki na całej 

wysokości nabłonka 

−−−− nabłonek pogrubiały 

−−−− całkowicie zaburzona 

architektura nabłonka 

−−−− liczne, często patologiczne 

mitozy 

−−−− częsty silny polimorfizm jąder 

komórkowych 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

www.commons.wikimedia.org 

Rycina 1. Infekcja wirusem HPV oraz histologiczny obraz dysplazji szyjki macicy  
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Dysplazje małego stopnia bardzo często wynikają z obecności zakażenia wirusem 

brodawczaka ludzkiego, przy czym 80% dysplazji ulega samoistnej regresji w czasie kilku 

miesięcy. Autoregresja dysplazji małego stopnia związana jest z cyklem życiowym wirusa 

brodawczaka ludzkiego. W większości przypadków zakażenie wirusem HPV ulega 

samoistnej eliminacji bez leczenia, szczególnie u osób młodych z wysoce sprawnym układem 

immunologicznym. Zakażenie utrzymujące się przez 12 miesięcy i dłużej, wywołane typem 

onkogennym wirusa daje złe rokowanie dla pacjentki. U pacjentek z zakażeniem 

utrzymującym się powyżej 12 miesięcy występuje największe ryzyko progresji do dysplazji 

dużego stopnia, a w dalszej perspektywie inicjacji procesu nowotworzenia. Dysplazja szyjki 

macicy może utrzymywać się przez wiele lat, a rozwój raka szyjki macicy z dysplazji trwa 

przeciętnie od 3 do 10 lat [4]. Natomiast od zakażenia wirusem brodawczaka ludzkiego do 

rozwoju dojrzałego nowotworu może minąć około 15 lat [4]. 

 

1.4. Klasyfikacja kliniczna raka szyjki macicy 

Zdecydowana większość wykrywanych co roku przypadków raka szyjki macicy w 

Polsce charakteryzuje się zaawansowanym stopniem klinicznym. Wczesne postacie raka 

szyjki macicy kwalifikowane do stopnia II A wg klasyfikacji Mi ędzynarodowej Federacji 

Ginekologii i Położnictwa − FIGO (ang. International Federation of Gynecology and 

Obstetrics) (Tabela 3) stanowią tylko około 30% wszystkich rozpoznań. Według raportów 

National Cancer Institute wskaźnik przeżyć pięcioletnich pacjentek z rakiem szyjki macicy w 

I stopniu zaawansowania klinicznego mieści się w granicach 80% − 96%. Wartość wskaźnika 

przeżyć pięcioletnich obniża się dla kobiet z rakiem szyjki macicy w II, III i IV stopniu 

zaawansowania klinicznego i wynosi odpowiednio 65% − 69%; 40% − 43% i 15% − 20% 

[22]. 

Najczęstszym typem histologicznym raka szyjki macicy jest rak płaskonabłonkowy 

(łac.: carcinoma planoepitheliale cervicis uteri). Drugim co do częstości występowania jest 

gruczolakorak szyjki macicy (łac. adenocarcinoma cervicis uteri), występujący w kilku 

odmianach (łac. adenocarcinoma mucisnosum endocervicale; łac. adenocarcinoma 

endometrioides; łac. adenocarcinoma clarocellulare; łac. carcinoma adenosquamosum) [23]. 

Niewielką część raków szyjki stanowią guzy o zróżnicowaniu neuroendokrynnym (rak 

drobnokomórkowy). Nowotwory złośliwe pochodzenia nienabłonkowego są bardzo rzadkie w 

szyjce. Spośród nich spotyka się przede wszystkim mięśniakomięsaka 

prążkowanokomórkowego zarodkowego (łac. rhabdomyosarcoma embryonale; łac. sarcoma 
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botryoides), guza mieszanego złośliwego (łac. tumor mixtus malignus) i chłoniaki złośliwe z 

komórek B. 

 

Tabela 3. Klasyfikacja kliniczna stopnia zaawansowania raka szyjki macicy według FIGO 

(2009 r.). 
 

Stopień 
zaawansowania 

 

Opis 

 

Stopień I 
 

Nowotwór ściśle ograniczony do szyjki macicy 
 

  

Stopień IA 
 

Rak inwazyjny rozpoznawany wyłącznie mikroskopowo, głębokość naciekania ≤5 
mm i średnica zmiany ≤7 mm 
 

   

IA1 
 

Głębokość naciekania podścieliska ≤3mm i średnica zmiany ≤7 mm 
 

  

IA2 
 

Głębokość naciekania podścieliska >3mm i nie więcej niż 5mm, średnica zmiany ≤7 
mm 
 

  

Stopień IB 
 

Zmiany widoczne klinicznie ograniczone do szyjki macicy lub raki w stadium 
przedklinicznym ale większe od IA*  
 

   

IB1 
 

Klinicznie widoczna zmiana ≤4cm 
 

  

IB2 
 

Klinicznie widoczna zmiana >4cm 
 

 

Stopień II 
 

Rak przechodzi poza szyjkę macicy, lecz nie dochodzi do ścian miednicy, nacieka 
pochwę, ale tylko górne 2/3 jej długości 
 

  

Stopień IIA 
 

Bez naciekania przymacicz 
 

   

IIA1  
 

Klinicznie widoczna zmiana ≤4cm 
 

  

IIA2  
 

Klinicznie widoczna zmiana >4cm 
 

  

Stopień IIB 
 

Nacieki przymacicza, niedochodzące do kości miednicy (bez lub z naciekiem 
pochwy) 
 

 

Stopień III 
 

Rak dochodzi do ścian miednicy i/lub naciek pochwy obejmujący jej dolną 1/3 
długości i/lub powoduje wodonercze lub przypadki nieczynnej nerki**  
 

  

IIIA  
 

Naciek pochwy obejmujący jej dolną 1/3 długości, nie dochodzi do ścian miednicy 
 

  

IIIB  
 

Rak dochodzi do ścian miednicy (bez lub z zajęciem ścian pochwy), i/lub obecność 
wodonercza lub nieczynnej nerki. 
 

 

Stopień IV 
 

Przejście raka poza teren miednicy mniejszej lub zajęcie (potwierdzone badaniem 
biopsyjnym) śluzówki pęcherza moczowego lub odbytnicy 
 

  

IVA  
 

Naciekanie narządów sąsiednich 
 

  

IVB  
 

Odległe przerzuty 
 

*  − wszystkie makroskopowo widoczne zmiany, nawet te szerzące się powierzchownie, są klasyfikowane jako 
IB. Zajęcie przestrzeni naczyniowej, żylnej lub limfatycznej, nie zmienia stopnia zaawansowania. 
 

**  − w badaniu przez odbytnicę nie stwierdza się wolnej przestrzeni między naciekiem a kością miednicy. 
Wszystkie przypadki wodonercza lub nieczynnej nerki, o ile nie jest znana inna niż nowotworowa przyczyna 
tego stanu. 
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 1.5. Wpływ ciśnienia parcjalnego tlenu na proces kancerogenezy 

Kancerogeneza jest złożonym procesem, w który zaangażowany jest szereg 

czynników zarówno genetycznych jak i epigenetycznych [24]. Umożliwiają one komórkom 

nowotworowym nabycie nowych cech, różniących je od komórek prawidłowych. Komórki 

rakowe stają się odporne na działanie inhibitorów wzrostu, proliferują przy braku 

egzogennych czynników wzrostu, zahamowany zostaje proces apoptozy, nabywają 

nieograniczony potencjał replikacyjny poprzez aktywację telomerazy, występuje w nich 

nieprawidłowa angiogeneza, cechuje je inwazyjność i zdolność do tworzenia przerzutów [25]. 

Istotnym czynnikiem w rozwoju ogniska nowotworowego, w tym raka szyjki macicy, 

jest hipoksja [26]. Hipoksją nazywamy niedobór tlenu w tkankach powstający w wyniku 

zmniejszonej dyfuzji tlenu z płuc (hipoksja hipoksemiczna) lub zaburzeniami transportu tlenu 

przez krew do tkanek (hipoksja ischemiczna). W tkance prawidłowej stężenie tlenu wynosi 

około 7% (53 mmHg), natomiast w tkance nowotworowej wacha się w granicach od 7% do 

poniżej 1% [27]. Związane jest to z obecnością szybko dzielących się komórek 

nowotworowych, które cechuje słaby rozwój naczyń krwionośnych, co przy perfuzji tkanki 

przez tlen na głębokość100-180µm [28] uniemożliwia to prawidłowe zaopatrzenie wszystkich 

komórek w dostateczną ilość tlenu oraz składników odżywczych [29-31]. 

Każdy organizm posiada zdolności adaptacyjne umożliwiające przystosowanie 

komórek i tkanek do niskiego ciśnienia parcjalnego tlenu. Kluczowym elementem związanym 

z adaptacją organizmu do niskiego stężenia tlenu jest czynnik indukowany hipoksją – HIF 

(ang. Hypoxia Inducible Factor). Niska ilość tlenu w tkance nowotworowej sprzyja 

stabilizacji białka HIF-α [31], które stymuluje komórki śródbłonka do migracji w okolice 

rozwijającego się nowotworu i tworzenia nowych naczyń krwionośnych. Naczynia te 

tworzone są w sposób chaotyczny uniemożliwiając prawidłowe zaopatrzenie komórek w tlen i 

składniki odżywcze [30,31] i jest przyczyną narastającej hipoksji. Podwyższoną ilość 

czynnika HIF obserwuje się w około 53% wszystkich nowotworów [32], wśród których 

można wymienić raka okrężnicy, żołądka, trzustki, płuc, jajnika, prostaty, nerek, czerniaka 

[32], macicy, piersi , głowy i szyi [33]. Wysoki poziom HIF w komórkach raka bezpośrednio 

wiąże się ze zwiększoną ich odpornością na radio- i chemioterapie [34] oraz ma wpływ na ich 

złośliwość i przerzutowość [28]. Ponieważ hipoksja jest jednym z najbardziej 

rozpowszechnionych markerów związanych z rozwojem nowotworów należy brać ją pod 

uwagę przy prognozowaniu stanu pacjenta, a także jako potencjalny element związany z 

leczeniem [35,36]. Obecnie prowadzone są intensywne poszukiwania nowych związków 

mogących specyficznie blokować czynnik HIF w warunkach hipoksji. Związki te mogą być 
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potencjalnie wykorzystywane w skojarzonej terapii przeciwnowotworowej i wykorzystane do 

obniżenia potencjału proliferacyjnego komórek nowotworowych, zwiększając szanse 

pacjentów w walce z nowotworami. 

 

1.6. Czynnik indukowany hipoksją −−−− HIF  

HIF jest heterodimerycznym czynnikiem transkrypcyjnym o strukturze helisa-skręt-

helisa – bHLH (ang. basic helix-loop-helix), należącym do rodziny białek Per-ARNT-Sim 

(PAS) [37]. HIF składa się z jednej z 3 wrażliwych na stężenie tlenu podjednostek α (HIF-1α, 

HIF-2α, HIF-3α) oraz z wspólnej, ulegającej konstytutywnej ekspresji podjednostki β (HIF-β) 

(Rycina 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 2. Budowa i struktura HIF-1/2/3α oraz HIF-β. Cechą wspólną dla wszystkich 

przedstawionych białek jest występowanie domeny bHLH oraz domeny PAS. Dodatkowo 

czynnik HIF-α posiada dwie domeny: ODD (ang. oxygen-dependent degradation domain) 

oraz N-terminalną domenę transaktywacyjną − NTAD (ang. N-terminal transactivation 

domain). C-terminalna domena transaktywacyjna − CTAD (ang. C-terminal transactivation 

domain) obecna jest w czynniku HIF-1/2α i HIF-β. Strzałkami oznaczono pozycję 

aminokwasów (Pro i Asp) ulegających hydroksylacji. 
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Heterodimery HIF-1α/β i HIF-2α/β pełnią rolę aktywatorów transkrypcji dla genów 

indukowanych niskim stężeniem tlenu. Funkcja podjednostki HIF-3α nie jest do końca 

poznana i jasna. Podjednostka ta ma kilka wariantów splicingowych, z których jedynie dwa 

mogą pełnić określone funkcje (Rycina 2). Przyjmuje się, iż jej krótki wariant splicingowy 

określany jako IPAS (ang. inhibitory PAS protein) pełni rolę represora transkrypcji [38,39]. 

Podczas gdy gen HIF-1A ulega ekspresji w większości tkanek, ekspresja HIF-2A ograniczona 

jest głównie do hepatocytów, kardiomiocytów, komórek glejowych, pneumocytów typu II i 

komórek śródbłonka [40]. Natomiast ekspresja genu HIF-3A ograniczona jest do oka i 

móżdżku [27]. Podjednostka β ulega konstytutywnej ekspresji w większości tkanek i znana 

jest także jako ARNT (ang. aryl hydrocarbon nuclear translocator) [41].  

Jako kluczowy element regulujący homeostazę tlenową, białko HIF-1α ułatwia 

komórce adaptację do warunków niskiego stężenia tlenu. Adaptacja ta związana jest z 

regulacją ekspresji genów zaangażowanych w komórkowy metabolizm energetyczny, 

transport glukozy, angiogenezę, erytropoezę, metabolizm żelaza, regulację pH, apoptozę, 

proliferację komórek oraz interakcje komórka−komórka i komórka−macierz komórkowa [41]. 

Dotychczas opisano około 70 genów regulowanych przez hetero-dimer białka HIF (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Niektóre geny aktywowane czynnikiem transkrypcyjnym HIF, posiadające element 

odpowiedzi na hipoksję w sekwencji promotora. 

 

GENY AKTYWOWANE CZYNNIKIEM HIF  
 

 

metabolizm 
tlenowy 

 

 

metabolizm 
komórkowy 

 

 

wzrost komórki 
i apoptoza 

 

inne szlaki 
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 posiadają w swoim promotorze jedną lub kilka, ułożonych tandemowo, 

sekwencji 5’-CGTG-3’, zwanych elementami odpowiedzi na hipoksję − HRE (ang. Hipoxia 

Respond Element) [92]. HRE są niezbędne do aktywacji ekspresji genu przez białko HIF, przy 

czym nie wszystkie sekwencje HRE są funkcjonalne. Dotychczas nie udało się w pełni 

poznać i wyjaśnić dokładnego mechanizmu, umożliwiającego rozpoznanie czynnikowi HIF 

funkcjonalnego i niefunkcjonalnego miejsca HRE w obrębie promotora. Wiadomo, iż w 

promotorach niektórych genów, w odległości 8 nukleotydów od sekwencji HRE, 

zlokalizowana jest sekwencja pomocnicza dla HIF-1 – HAS (ang. HIF-1 Ancillary Sequence) 

[93]. Z drugiej strony sekwencja HAS nie jest obecna w promotorach wszystkich genów 

aktywowanych przez czynnik HIF-1, dlatego przypuszcza się, iż muszą istnieć dodatkowe 

czynniki transkrypcyjne, które wiążą się w sąsiedztwie sekwencji HRE. Dotychczas opisano 

interakcję z czynnikami ATF-1, CREB1 [94,95] czy AP-1 [96]. 

Istotny wpływ na prawidłowe rozpoznanie HRE mają również nukleotydy znajdujące 

się bezpośrednio w sąsiedztwie sekwencji 5’-CGTG-3’. Przypisując pozycję +1 dla 

nukleotydu C w sekwencji 5’-CGTG-3’ kluczowe znaczenie mają pozycje -1, -2, -3, -5 oraz 

+5. Porównując sekwencje promotorowe 107 genów wykazano, iż nukleotyd A występuje 4,5 

razy częściej w pozycji -1 i 1,8 razy częściej w pozycji -2, nukleotyd T występuje 4,2 razy 

częściej w pozycji -3 i 2 razy częściej w pozycji -5 natomiast nukleotyd C występuje 1,7 razy 

częściej w pozycji +5 [92]. Również metylacja DNA może być związana z brakiem 

funkcjonalności niektórych HRE ponieważ sekwencje HRE znajdują się często w obrębie 

wysp CpG, a metylacja cytozyny może uniemożliwi ć związanie się czynnika HIF do 

sekwencji HRE w promotorze [97].  

 

1.7. Normoksja 

W warunkach dostatecznej ilości tlenu w komórce (normoksji) białko HIF-1α ulega 

hydroksylacji i tworzy kompleks z białkiem VHL, będącym częścią kompleksu E3 ligazy 

ubikwitynowej, co prowadzi do jego proteosomalnej degradacji [98], a także uniemożliwia 

związanie się aktywatorów transkrypcji CBP/p300 zapobiegając aktywacji genów 

indukowanych hipoksją (Rycina 3) [99,100]. 
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Rycina 3. Destabilizacja białka HIF-1/2/3α warunkach normoksji (+ O2) oraz stabilizacja i 

transkrypcyjna aktywacja ekspresji genów w warunkach hipoksji (- O2). 

 

Podczas normoksji w białku HIF-1α hydroksylacji ulegają reszty Pro402 i Pro564 

natomiast w białku HIF-2α reszty Pro405 i Pro531, zlokalizowane w zależnej od tlenu domenie 

degradacyjnej − ODD (Rycina 2) [41] oraz reszty asparaginianowe Asn803 (HIF-1α) i 

Asn851(HIF-2α) C terminalnej domeny transaktywacyjnej podjednostki α [99] (Rycina 2,3). 

Za hydroksylację reszt prolinowych odpowiedzialne są hydroksylazy prolinowe 

(EGLN) [39,101], natomiast hydroksylację reszty asparaginianowej katalizuje hydroksylaza 

asparaginianowa (FIH) [99,100]. Do rodziny hydroksylaz prolinowych zaliczamy 

hydroksylazę prolinową 1, 2, 3 (EGLN1, EGLN2, EGLN3) [102,103], które ulegają ekspresji 

w większości organów. Zidentyfikowano także czwarte białko należące do rodziny 

hydroksylaz prolinowych PH-4 wpływające na funkcję białek HIF-1α i HIF-2α [104]. 

Każda EGLN może hydroksylować podjednostkę α białka HIF z podobną 

wydajnością, jednakże EGLN1 jest hydroksylazą kluczową [105]. Wykazano iż myszy 

pozbawione genu EGLN1 wykazują liczne defekty rozwojowe prowadzące do śmierci np.: 

zaburzenia procesów angiogenezy i erytropoezy lub kardiomiopatię rozstrzeniową [106-109], 

natomiast brak genu EGLN2 czy też EGLN3 nie jest letalny [110,111]. Opisano także liczne 

mutacje w genie EGLN1, powodujące m.in. rodzinną erytrocytozę [112-114]. Dotychczas nie 

opisano żadnych mutacji w genach EGLN2 i EGLN3. 
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Białka EGLN1 i EGLN2 odpowiedzialne są za hydroksylację Pro402 i Pro564 ludzkiego 

HIF-1α [102,103,115], natomiast białko EGLN3 odpowiedzialne jest za hydroksylację reszt 

Pro564, (in-vitro również Pro567) [115-120] głównie podczas reoksydacji [115].  

Hydroksylacja reszt aminokwasowych z udziałem EGLN i FIH jest nieodwracalną 

modyfikacją kowalencyjną. Wymaga ona obecności O2, Fe2+, 2-oksoglutaranu, białka 

substratowego i askorbinianu [121,122]. 

 

1.8. Hipoksja 

Przestrzenne rozmieszczenie oraz ilość białka hydroksylaz prolinowych i czynnika 

indukowanego hipoksją uzależnione jest od stopnia rozwoju naczyń krwionośnych w tkance i 

związane z istnieniem gradientu stężenia tlenu [123], w kierunku od naczyń do najdalej 

położonych komórek. W miejscach niskiego ciśnienia parcjalnego tlenu aktywność 

katalityczna hydroksylaz jest hamowana [115,124,125]. Wiąże się to ze stabilizacją 

podjednostki α białka HIF, jej translokacją do jądra komórkowego, dimeryzacją z 

podjednostką β, związaniem czynników transkrypcyjnych CBP/p300 [41] (Rycina 3) oraz 

aktywacją ekspresji genów indukowanych hipoksją [92] (Tabela 4). W przypadku linii 

komórkowych podjednostka α ulega stabilizacji przy stężeniu tlenu poniżej 5% [126].  

Podczas długotrwałej hipoksji, w celu degradacji nadmiaru białka HIF-α, dochodzi do 

nasilenia ekspresji hydroksylaz prolinowych EGLN1 i EGLN3 [127-131] posiadających w 

obrębie promotora sekwencje HRE [90-92]. Wynikiem tego procesu jest przywrócenie 

właściwej równowagi pomiędzy stabilizacją i degradacją białka HIF-α, chroniące tym samym 

komórkę przed wejściem w stan apoptozy. 

Wzrost ilości białka HIF-α nie jest związany jedynie ze stanem hipoksji. 

Oddziaływanie podjednostki α z różnymi czynnikami [132], a także właściwości 

biochemiczne hydroksylaz prolinowych wpływają na jej stabilizację w warunkach normoksji. 

Białka EGLN mają niskie powinowactwo do tlenu z wartością KM zbliżoną do ciśnienia 

parcjalnego tlenu w temperaturze pokojowej. Ciśnienie to jest znacznie wyższe od 

najwyższego ciśnienia parcjalnego tlenu w ludzkim organizmie [116], dlatego też 

hydroksylazy nie wykazują maksymalnej aktywności katalitycznej w tkankach. Po drugie 

enzymy te nie występują w komórce w dużym nadmiarze [133-135], co sprzyja stabilizacji 

białka HIF-α w warunkach dostatecznej ilości tlenu w organizmie. 
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1.9. Metylacja DNA 

 Metylacja DNA jest kluczowym elementem kontrolującym rozwój zarodkowy, 

inaktywację chromosomu X, imprinting genów, wpływa na tkankowo specyficzną ekspresję 

genów, a także bierze udział w rozwoju wielu nowotworów [136]. Modyfikacja ta w 

przeciwieństwie do zmian genetycznych, jest całkowicie odwracalna. Dla procesu 

transformacji nowotworowej istotne znaczenie ma hiper− jaki i hipometylacja DNA. 

Hipermetylacja dotyczy najczęściej sekwencji zlokalizowanych w promotorze i pierwszym 

eksonie genów określanych jako supresory transformacji nowotworowej – TSG (ang. Tumor 

Suppressor Gene) i związana jest z wyłączeniem ekspresji określonego genu. Podstawową 

funkcją TSG jest kontrolowanie prawidłowego wzrostu komórki oraz uniemożliwienie 

komórkom uzyskania fenotypu nowotworowego [137,138]. Zaburzenia w ekspresji TSG 

związane np. z metylacją sekwencji promotorowej uniemożliwiają prawidłową kontrolę 

wzrostu komórki, a tym samym umożliwia komórce transformację nowotworową. 

Z kolei hipometylacja dotyczy globalnie całego DNA komórki, w tym sekwencji 

regulatorowych, powodując aktywację transkrypcyjną protoonkogenów, retrotranspozonów, 

niestabilność genetyczną, co promuje metastazę komórek nowotworowych [139]. Aktywacja 

protoonkogenów do onkogenów powoduje zaburzenie w regulacji ekspresji wielu genów np. 

genów regulujących cykl komórkowy czy też cytoplazmatyczą transdukcję sygnału, 

prowadząc do transformacji nowotworowej [139,140]. 

 Metylacja DNA związana jest z przyłączeniem grupy metylowej do pozycji 5’ 

pierścienia pirymidynowego cytozyny w dinukleotydzie CG (CpG). Obecność 5-

metylocytozyny (m5C) po raz pierwszy zaobserwował Hotchkiss [141] w DNA wyższych 

Eucariotya w 1948 roku. Modyfikacje epigenetyczne związane z metylacją DNA definiuje się 

jako dziedziczne, odwracalne zmiany w ekspresji genów, które nie wynikają ze zmian w 

sekwencji DNA [140,142-145]. Zmiany te, pomimo iż są w pełni odwracalne, są niezwykle 

trwałe i w sposób znaczący wpływają na ekspresję genów [146]. Najczęściej występującym 

efektem metylacji DNA jest zablokowanie procesu transkrypcji, a tym samym obniżenie 

ekspresji określonego genu [147]. U ssaków m5C zlokalizowana jest głownie w tzw. wyspach 

CpG, znajdujących się w sekwencji promotorowej i eksonie pierwszym wielu genów. 

Wyspami CpG nazywamy fragmenty DNA o długości od 500 do kilku tysięcy par zasad 

(kpz), w których dinukleotyd CpG stanowi 60-70% [143,147-149]. Ludzki genom zawiera 

około 29000 wysp CpG [150], a połowa znanych genów zawiera je w obrębie swojego 

promotora [140,151]. Całkowicie metylowane wyspy CpG występują jedynie w promotorach 

niektórych genów autosomalnych oraz w nieaktywnym, żeńskim chromosomie X [146].  
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 Za metylację DNA odpowiada rodzina enzymów zwana metylotransferazami DNA. 

Dzielą się one na metylotransferazę podtrzymującą metylację DNA (DNMT1) jak i na 

metylotransferazy metylujące DNA de novo (DNMT3A i DNMT3B) [152]. W komórkach 

somatycznych metylotransferaza DNMT1 wykorzystuje do reakcji hemimetylowany DNA. 

Jest ona częścią kompleksu replikacyjnego [153] i odpowiada za nadanie prawidłowego 

wzoru metylacji nowo syntetyzowanej nici DNA (143,149,152,153). Natomiast 

metylotransferazy de novo wykazują zdolność dołączania grup metylowych do DNA 

niemetylowanego i odpowiadają za nadanie nowego wzoru metylacji, który jest utrwalany w 

czasie kolejnych podziałów przez metylotransferazę DNMT1 [136,152]. 

 Metylacja DNA wpływa na zahamowanie procesu transkrypcji w dwojaki sposób. Po 

pierwsze metylacja może modyfikować miejsca wiązania dla czynników transkrypcyjnych. 

Jeżeli czynnik transkrypcyjny zlokalizowany jest w obrębie wyspy CpG, a w sekwencji DNA 

rozpoznawanej przez ten czynnik znajduje się dinukleotyd CG, to po przyłączeniu grupy 

metylowej czynnik ten nie będzie mógł prawidłowo rozpoznać miejsca wiązania na DNA. 

Przykładem czynników transkrypcyjnych wrażliwych na metylację mogą być AP-2, c-

Myc/Myn, E2F i NFκB [136]. Po drugie metylowany DNA może być rozpoznany przez 

białka wiążące m5CpG. Należą do nich białka wiążące m5CpG − MeCP (ang. m5CpG binding 

protein) oraz białka zawierające domenę wiążącą m5CpG − MBD (ang. m5CpG binding 

domain proteins) [154]. Wśród białek MeCP wyróżniamy MeCP1 oraz MeCP2, które wiążą 

się specyficznie z metylowanym DNA w obrębie całego genomu tworząc przestrzenną 

przeszkodę uniemożliwiającą związanie się czynników transkrypcyjnych z sekwencją 

promotorową genu. Białko MeCP1 wiąże się z DNA, w którym metylacji uległo co najmniej 

10 kolejnych dinukleotydów CG, natomiast MeCP2 posiada zdolność do wiązania się z DNA 

w którym metylacji uległ co najmniej jeden dinukleotyd CG [154]. Do rodziny białek MBD 

zalicza się MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 oraz Kaiso kompleks. Białka te posiadają 

odmienne funkcje. MBD1 wiąże się do symetrycznie metylowanych dinukleotydów CG 

blokując w ten sposób miejsca wiązania się dla czynników transkrypcyjnych w obrębie 

sekwencji promotorowej [155]. Białko MBD2 wiąże się z metylowanym DNA i posiada 

zdolność aktywnej demetylacji DNA zarówno w warunkach in vivo jak i in vitro [156]. 

MBD3 bezpośrednio oddziałuje z białkiem MBD2 oraz jest częścią kompleksu białkowego, 

którego funkcją są zmiany w strukturze chromatyny [157]. MBD4 posiada aktywność 

glikozylazy tyminy i uracylu przez co jest zaangażowanie w proces naprawy DNA związany z 

deaminacją m5C do C [158,159]. 
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 Proces transformacji nowotworowej wiąże się nie tylko z metylacją DNA ale również 

obserwuje się proces hipometylacji dużych fragmentów DNA. Globalną hipometylację DNA 

obserwuje się w różnego typu nowotworach i wiąże się ona ze zwiększoną ekspresją 

protoonkogenów, czynników wzrostu czy genów, których produkty białkowe wpływają na 

proliferację, inwazyjność i metastazę komórek nowotworowych [140]. Hipometylacja może 

również dotyczyć sekwencji retrotranspozonowych zlokalizowanych w DNA, co prowadzi do 

niestabilności genetycznej wywołanej insercyjną mutagenezą i rekombinacją pomiędzy 

nieallelicznymi powtórzeniami. Przykładem sekwencji retrotranspozonowych są sekawncje 

określanie jako LINEs (ang. long interspersed nuclear elements), które są silnie metylowane 

we wszystkich typach komórek u zwierząt i jest to mechanizm obronny komórek gospodarza 

przed aktywacją LINEs [160]. Hipometylacja LINEs powoduje ich transkrypcyjną aktywację, 

która powoduje destabilizację genetyczną prowadzącą do progresji nowotworu [160].  
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2. CELE PRACY 
 
1. Porównanie ekspresji wybranych genów zaangażowanych w proces hipoksji pomiędzy 
tkanką nowotworową raka szyjki macicy a tkanką histopatologicznie niezmienioną zwaną 
dalej tkanką kontrolną. 
 
2. Próba określenia regulacji ekspresji kluczowych genów zaangażowanych w proces 
hipoksji. 
 
3. Korelacja ekspresji genu HIF-1A z ekspresją genów zaangażowanych w proces hipoksji i 
progresję nowotworu. 
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3 MATERIAŁY I METODY 

3.1. Materiał kliniczny 

Tkanki do badań pozyskano od 30 pacjentek hospitalizowanych w Wielkopolskim 

Centrum Onkologii w Poznaniu na Oddziale Radioterapii i Onkologii Ginekologicznej. 

Badanie histopatologiczne potwierdziło występowanie płaskonabłonkowego raka szyjki 

macicy u wszystkich badanych pacjentek. Grupę kontrolną stanowił materiał pobrany od 30 

pacjentek hospitalizowanych w Klinice Ginekologii Operacyjnej Katedry Ginekologii, 

Położnictwa i Onkologii Ginekologicznej przy ul. Polnej w Poznaniu, które przeszły operację 

usunięcia macicy z powodu mięśniaków macicy. W badaniu histopatologicznym materiału 

kontrolnego potwierdzono obecność prawidłowego nabłonka pokrywającego tarczę i kanał 

szyjki macicy. W analizowanych tkankach nie wykazano zmian zapalnych lub o charakterze 

dysplazji. Badania uzyskały akceptację Komisji Biotycznej przy Uniwersytecie Medycznym 

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Charakterystyka kliniczna pacjentek została 

przedstawiona w Tabeli 5. 

 

 

Tabela 5. Charakterystyka kliniczna pacjentek. 

 

Charakterystyka Pacjentki (n=30) Kontrole (n=30) 

 
Średnia wieku (lata) ± SD  

 
52,6 ±11,7 

 
48,2±6,8 

 
Stopień zaawansowania 

  

II 1 (3,3%) − 
III 28 (93,4%) − 
IV 1 (3,3%) − 
 

Typ histologiczny 
  

G1 1(3,3%) − 
G2 18 (60,0%) − 
G3 11 (36,7%) − 
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3.2. Odczynniki 

3.2.1. Izolacja oraz pomiar stężenia RNA, DNA i białka 

Odczynniki: 

Woda dejonizowana     - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

Tri Reagent      - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

Bufor do izolacji białek RIPA   - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit  - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

Eter dietylowy kwasu pirowęglowego  - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

DNaza I rekombinowana    - Roche Diagnostics GmbH, Niemcy 

Koktajl inhibitorów proteaz    - Roche Diagnostics GmbH, Niemcy 

Chloroform      - Polskie Odczynniki Chemiczne 

Alkohol izopropylowy    - Polskie Odczynniki Chemiczne 

Alkohol etylowy     - Polskie Odczynniki Chemiczne 

Zestaw do izolacji genomowego DNA  - BioBasic Inc., Kanada 

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

Sprzęt: 

Wirówka z chłodzeniem (Centrifuge 5804R) - Eppendorf AG, Niemcy 

Termoblok (Thermomixer Comfort)   - Eppendorf AG, Niemcy 

Spektrofotometr (Bio Photometer)   - Eppendorf AG, Niemcy 

Komora laminarna (BioAir Aura Mini)  - Euroclone, Włochy 

 

3.2.2. Elektroforeza kwasów nukleinowych w żelu agarozowym 

Odczynniki: 

Agaroza      - BioShop, Kanada 

10×stężony koncentrat buforu TBE   - BioShop, Kanada 

Bromek etydyny     - BioShop, Kanada 

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

Bufor obciążający 6×SB do DNA i RNA  - Fermentas, Litwa 

Zestaw do izolacji DNA z żelu agarozowego - Roche Diagnostics GmbH, Niemcy 

Sprzęt: 

Aparat do elektroforezy (multiSub Maxi)  - Biocom, Wielka Brytania 

Zasilacz (Elite 300)     - Wealtec Inc., USA 

System dokumentacji żeli (MiniBis Pro)  - DNR Bio-Imaging Systems, Izrael 
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3.2.3. Amplifikacja kwasów nukleinowych (odwrotna transkrypcja, PCR, Q-

PCR) 

Odczynniki: 

Woda dejonizowana      - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

M-MLV odwrotna transkryptaza   - Invitrogen, USA 

Zestaw IQ Sybr Green Supermix   - Bio-Rad Laboratories, USA 

Zestaw Dream Taq DNA Polymerase  - Fermentas, Litwa 

Zestaw FastStart Taq DNA Polymerase  - Roche Diagnostics GmbH, Niemcy 

Oligonukloetydy     - IBB PAN, Polska 

Mieszanina deoksynukleotydów   - Novazym, Polska 

Sprzęt: 

Wirówka (Centrifuge 5418)    - Eppendorf AG, Niemcy 

Komora laminarna (BioAir Aura Mini)  - Euroclone, Włochy 

Termocykler PTC-200    - MJ Research, USA 

CFX96 Real-Time System    - Bio-Rad Laboratories, USA 

 

3.2.4.Elektroforetyczny rozdział białek (western blot) 

Odczynniki: 

Tris zasadowy      - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

Tris-HCL      - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

Siarczan dodecylu sodu    - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

Nadsiarczan amonu     - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

TEMED      - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

Ponceau S      - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

β-merkaptoetanol     - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

Standard białkowy BSA 1mg/ml   - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

Glicyna      - Polskie Odczynniki Chemiczne 

Metanol      - Polskie Odczynniki Chemiczne 

Tween (R) 20      - Polskie Odczynniki Chemiczne 

Kwas octowy      - Polskie Odczynniki Chemiczne 

Bromofenol      - Polskie Odczynniki Chemiczne 

Marker masy białek (PageRuler)   - Fermentas, Litwa 

SuperSignal West Femto Substrat   - Thermo Scientific, USA 

40% akrylamid/bisakrylamid    - Bio-Rad Laboratories, USA 



 

28 
 

Membrana do transferu białek PVDF  - Roche Diagnostics GmbH, Niemcy 

Bibuły do półsuchego transferu białek  - GE Healthcare, Wielka Brytania 

Sprzęt: 

Termoblok (Thermomixer Comfort)   - Eppendorf AG, Niemcy 

Wirówka (Centrifuge 5418)    - Eppendorf AG, Niemcy 

Mieszadło orbitalne (Multi Bio RS-24)  - Biosan, Litwa 

Zasilacz (Elite 300)     - Wealtec Inc., USA 

Aparat do półsuchego transferu Yrdimes  - Wealtes Inc., USA 

System do detekcji chemiluminescencji  - UVP, Wielka Brytania 

Aparat do rozdziału białek (Mini Protean)  - Bio-Rad Laboratories, Niemcy 

 

3.2.5. Deaminacja genomowego DNA oraz przygotowanie i transformacja 

komórek kompetentnych E. coli szczepu TOP10 

Odczynniki: 

Zestaw do deaminacji genomowego DNA  - Zymo Research, USA 

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 GmbH, Niemcy 

Pożywka bakteryjna płynna LB Broth  - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

Pożywka bakteryjna stała LB Agar   - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

C2H3KO2      - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

RbCl       - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

CaCl2       - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy 

MnCl2       - 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 

Komórki bakteryjne E. coli szczep TOP10  - Invitrogen, USA 
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Sprzęt: 

Termoblok (Thermomixer Comfort)   - Eppendorf AG, Niemcy 

Wirówka (Centrifuge 5418)    - Eppendorf AG, Niemcy 

Spektrofotometr (Bio Photometer)   - Eppendorf AG, Niemcy 

Mieszadło magnetyczne (MMS-3000)  - Biosan, Litwa 

Aparat do pomiaru pH    - Hanna Instruments, USA 

Komora do pracy z bakteriami   - Polon, Polska 

Cieplarka do hodowli bakterii   - Laboratorni Pristroje, Czechy 

Wytrząsarka do hodowli bakteryjnych  - Johanna Otto GmbH, Niemcy 

 

3.2.6. Sprzęt jednorazowy oraz drobny sprzęt trwały 

15 ml probówki polipropylenowe   - Becton-Dickinson Biosciences, USA 

50 ml probówki polipropylenowe   - Becton-Dickinson Biosciences, USA 

2,0 ml probówki do mrożenia w azocie  - Techno Plastic Products AG, Szwajcaria 

1,5 ml probówki polietylenowe   - Axygen Scientific, USA 

0,2 ml probówki do reakcji PCR   - Axygen Scientific, USA 

10 µl końcówki do pipety    - Axygen Scientific, USA 

200 µl końcówki do pipety    - Axygen Scientific, USA 

1000 µl końcówki do pipety    - Axygen Scientific, USA 

Płytki do reakcji Q-PCR    - Bio-Rad Laboratories, Niemcy 

Płytki Petriego do hodowli bakteryjnych  - Nerbe plus GmbH, Niemcy 

Plastikowe pipety Pasteura 3ml   - DHN, Polska 

Kuweta do pomiaru spektrofotometrycznego - Eppendorf AG, Niemcy 

0,1-2,5 µl pipeta zmienno objętościowa  - Eppendorf AG, Niemcy 

0,5-10 µl pipeta zmienno objętościowa  - Eppendorf AG, Niemcy 

10-100 µl pipeta zmienno objętościowa  - Eppendorf AG, Niemcy 

100-1000 µl pipeta zmienno objętościowa  - Eppendorf AG, Niemcy 
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3.3. Bufory 

 3.3.1. Bufor glicynowy 1× stężony 
 

Odczynnik 

 

 

Stężenie końcowe 

Tris zasadowy 0,024 M 
Glicyna 0,19 M 
SDS 1% 

 

 

 3.3.2. Bufor do transferu 1× stężony 
 

Odczynnik 
 

Stężenie końcowe 

Tris zasadowy 0,032 M 

Glicyna 0,24 M 

SDS 0,17% 

 

 3.3.3. Bufor TBS 1× stężony 
 

Odczynnik 
 

Stężenie końcowe 

Tris zasadowy 0,01 M 

NaCl 0,15 M 

 

3.3.4. Bufor TBST 1× stężony 
 

Odczynnik 
 

Stężenie końcowe 

Tris zasadowy 0,01 M 

NaCl 0,15 M 

Tween 20 0,1% 

 

 3.3.5. Bufor TBST-M 1× stężony 
 

Odczynnik 
 

Stężenie końcowe 

Tris zasadowy 0,01 M 

NaCl 0,15 M 

Tween 20 0,1% 

Mleko w proszku 1% 
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3.3.6. Bufor blokujący TBST-B 1× stężony 
 

Odczynnik 
 

Stężenie końcowe 

Tris zasadowy 0,01 M 

NaCl 0,15 M 

Tween 20 0,1% 

Mleko w proszku 5% 

 

 3.3.7. Bufor do odmywania przeciwciał 
 

Odczynnik 
 

Stężenie końcowe 

Glicyna 0,2 M 

SDS 0,1% 

Tween 20 1% 

Ustalić pH=2,2 

 

3.3.8. Bufor Ponceau S 
 

Odczynnik 
 

Stężenie końcowe 

Ponceau S 1% 

Kwas octowy 7% 

 

 3.3.9. Bufor obciążający do rozdziału białek 3× stężony 
 

Odczynnik 
 

Stężenie końcowe 

Tris kwasowy 0,24 M 

SDS 6% 

Glicerol 30% 

Bromofenol 0,06% 

β-merkaptoetanol 1,6% 
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 3.3.10. Bufor Tbf1 do przygotowania komórek kompetentnych 
 

Odczynnik 
 

Stężenie końcowe 

C2H3KO2 0,03 M 

RbCl 0,1 M 

CaCl2 0,01 M 

MnCl2 0,05 M 

Glicerol 15% 
 

Ustalić pH=5,8; filtrować przez filtr 0,22 µm 

 

 3.3.11. Bufor Tbf2 do przygotowania komórek kompetentnych 
 

Odczynnik 
 

Stężenie końcowe 

MOPS 0,01 M 

RbCl 0,01 M 

CaCl2 0,075 M 

Glicerol 15% 
 

Ustalić pH=6,5; filtrować przez filtr 0,22 µm 

 

3.3.12. Żel poliakrylamidowy zagęszczający do rozdziału białek 
 

Odczynnik 
 

Stężenie końcowe 

Akrylamid/bisakrylamid 5% 

Tris kwasowy 0,375 M; pH=6,8 0,1 M 

SDS 0,1% 

APS 0,05% 

TEMED 0,15% 
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 3.3.13. Żel poliakrylamidowy rozdzielający do rozdziału białek 
 

Odczynnik 
 

Stężenie końcowe 

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 ciekłym azocie 

Tkanki przechowywane w −80°C poddano homogenizacji w ciekłym azocie z 

wykorzystaniem moździerza porcelanowego. Przed homogenizacją moździerz wraz z 

trzpieniem schłodzono w ciekłym azocie. Do tak przygotowanego moździerza podano 

niewielką ilość ciekłego azotu oraz przeniesiono fragment tkanki. Tkankę rozcierano do 

momentu uzyskania jednolitego homogenatu. Następnie roztartą tkankę przeniesiono do 

schłodzonej w ciekłym azocie 2,0 ml probówki do mrożenia w ciekłym azocie. Tak 

przygotowane próbki przechowywano do momentu użycia w temperaturze −80°C. 

 

3.4.2. Izolacja całkowitego RNA z tkanek 

 Izolację całkowitego RNA prowadzono pod komorą z laminarnym przepływem 

powietrza. Do izolacji całkowitego RNA z tkanek wykorzystano odczynnikiem Tri Reagent. 

Izolację przeprowadzono wg metody Chomczyńskiego i Sacchi [161]. 20 mg 

homogenizowanej tkanki przeniesiono do 1,5 ml probówki polietylenowej schłodzonej w 

ciekłym azocie. Do próby podano 1 ml odczynnika Tri Reagent i mieszano z użyciem 

mieszadła typu vortex w celu dokładnego rozpuszczenia komórek zawartych w homogenacie. 

Po dokładnym wymieszaniu próbę inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowej. 

Następnie do próby dodano 0,2 ml chloroformu, wytrząsano energicznie przez 30 sekund i 

inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowej w celu wstępnego rozdziału fazy 

wodnej i organicznej. Po tym czasie, probówki wirowano przez 15 minut, 12000×g w 

temperaturze 4°C. Po wirowaniu górną fazę wodną (ok. 0,7 ml) zawierającą całkowity RNA 

przeniesiono do nowych 1,5 ml probówek polietylenowych. W celu wytrącenia całkowitego 
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RNA z roztworu do zebranej fazy wodnej dodano 0,7 ml izopropanolu schłodzonego do 

temperatury −25°C. Próby wymieszano przez odwracanie i inkubowano w temperaturze 

−80°C przez 30 minut. Następnie probówki wirowano przez 15 minut, 12000×g w 

temperaturze 4°C w celu osadzenia wytrąconego całkowitego RNA. Po zakończeniu 

wirowania supernatant odrzucano a osad zawierający całkowity RNA płukano 1 ml 75% 

etanolu przygotowanego z użyciem autoklawowanej wody dejonizowanej zawierającej 0,1% 

roztwór DEPC. Całkowity RNA osadzono ponownie przez wirowanie przez 15 minut, 

20000×g w temperaturze −9°C. Po wirowaniu supernatant dokładnie odrzucono, a osad 

zawierający RNA suszono pod komorą laminarną na lodzie przez 10−15 minut. Do 

uzyskanego osadu podano 44 µl wody dejonizowanej i inkubowano go w termobloku w 

temperaturze 60°C przez 20 minut. Po rozpuszczeniu uzyskany całkowity RNA poddano 

działaniu DNazyI w celu usunięcia zanieczyszczenia genomowym DNA. 

 

3.4.3. Trawienie całkowitego genomowego DNA z wykorzystaniem DNazyI 

 Izolowany całkowity RNA poddano działaniu DNazyI w celu usunięcia 

zanieczyszczeń genomowym DNA. Reakcję trawienia przygotowano pod komorą z 

laminarnym przepływem powietrza w 1,5 ml probówkach polietylenowych. Reakcję trawienia 

genomowego DNA przygotowano według schematu przedstawionego poniżej: 

 

RNA całkowity 44 µl 

10× stężony bufor do trawienia  5 µl 

DNazaI rekombinowana [10 U/µl]  1 µl 

 50 µl 

 

Reakcję trawienia prowadzono w termobloku w temperaturze 37°C przez 30 minut. W 

celu inaktywacji enzymu do mieszaniny podano 1 ml odczynnika Tri Reagent. Następnie 

przeprowadzono ponownie izolację całkowitego RNA zgodnie z opisem z rozdziału 3.4.2. 

Ponowne zastosowanie odczynnika Tri Reagent umożliwia uzyskanie maksymalnie czystego 

całkowitego RNA. RNA izolowany po trawieniu DNazaI rozpuszczono w 15 µl wody 

dejonizowanej w temperaturze 60°C przez 20 minut. Ilość oraz jakość uzyskanego RNA 

zbadano z wykorzystaniem pomiaru spektrofotometrycznego oraz elektroforezy w żelu 

agarozowym. Wyizolowany całkowity RNA przechowywano w temperaturze −80°C. 
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3.4.4. Spektrofotometryczny pomiar stężenia RNA oraz elektroforeza RNA w 

żelu agarozowym 

Ilość uzyskanego całkowitego RNA zmierzono spektrofotometrycznie wykorzystując 

pomiar przy długości fali światła λ=260 nm. Do pomiaru całkowitej ilości RNA 

wykorzystano spektrofotometr BioPhotometer oraz kuwety UVette. Próby do pomiaru 

przygotowano mieszając 2 µl wyizolowanego całkowitego RNA z 98 µl wody dejonizowanej. 

Próbę odniesienia stanowiła czysta woda dejonizowana. 

Jakość uzyskanego całkowitego RNA sprawdzano z wykorzystaniem techniki 

elektroforezy w 1,0% żelu agarozowym w buforze 1× TBE. W tym celu 1 µg RNA 

wymieszano z buforem obciążającym i naniesiono na żel zawierający bromek etydyny. 

Rozdział elektroforetyczny prowadzono przy napięciu 5 V/cm przez 45 minut. Prążki RNA 

uwidoczniono w świetle UV z wykorzystaniem systemu dokumentacji żeli MiniBis Pro. 

 

3.4.5. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT-PCR) 

Reakcję odwrotnej transkrypcji przygotowano pod komorą z laminarnym przepływem 

powietrza. Do syntezy cDNA na matrycy całkowitego RNA wykorzystano komercyjny 

zestaw firmy Invitrogen. Reakcję odwrotnej transkrypcji podzielono na dwa etapy. Pierwszy 

etap ma na celu specyficzne związanie startera (oligonukleotyd poli-dT(23)), który jest 

niezbędny do reakcji katalizowanej przez odwrotną transkryptazę (M-MLV). Odwrotna 

transkryptaza jest polimerazą DNA zależną od RNA, która do syntezy nici cDNA na matrycy 

mRNA wymaga obecności krótkiego startera umożliwiającego rozpoczęcie syntezy. Starter 

ten łączy się specyficznie z sekwencją polinukleotydową poli-(A) zlokalizowaną na końcu 3’ 

transkryptów mRNA. W celu połączenia startera poli-dT(23) z sekwencją poli-(A) w mRNA 

próbkę zawierającą 1 µg całkowitego RNA inkubuje się w obecności startera w temperaturze 

65°C. Inkubacja ta powoduje zniesienie struktur wyższego rzędu w cząsteczce mRNA przez 

co sekwencja poli-(A) 3’-końca mRNA staje się dostępna dla startera poli-dT(23). Szybkie 

schłodzenie próbki do 4°C umożliwia trwałe, specyficzne związanie startera z sekwencją poli-

(A). W drugim etapie do mRNA z związanym starterem podaje się enzym − odwrotną 

transkryptazę wraz z buforami umożliwiającymi jej optymalne działanie. Przygotowaną 

mieszaninę reakcyjną, o objętości końcowej 20 µl, inkubuje się przez godzinę w 37°C w celu 

przepisania sekwencji mRNA na cDNA. Uzyskany w ten sposób cDNA wykorzystywany jest 

w łańcuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym. Poniżej przedstawiono skład 

mieszaniny reakcyjnej wykorzystywanej w pierwszym (Mieszanina A) i drugim (Mieszanina 
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B) etapie reakcji odwrotnej transkrypcji oraz podano profile termiczne i czasowe dla 

przeprowadzonej reakcji. 

 

Mieszanina A  
Oligonukleotyd poli-dT(23) [100 mM] 1 µl 
dNTPs [2,5 mM] 4 µl 
RNA [1 µg] 8,25 µl 
Inkucacja 5 minut w 65°C, 3 minuty w 4°C 
 
Mieszanina B  
5× stężony bufor do odwrotnej transkrypcji 4 µl 

DTT [0,1 M] 2 µl 
RNaseOUT [40 U/µl] inhibitor RNaz 0,25 µl 
M-MLV [200 U/µl] odwrotna transkryptaza 0,5 µl 
Inkubacja 60 minut w 37°C, 15 minut w 75°C, schłodzenie do 4°C 

 

 

3.4.6. Łańcuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (Q-PCR) 

Reakcję Q-PCR przygotowano pod komorą z laminarnym przepływem powietrza. 

Wykorzystując reakcję Q-PCR określono względną ilość transkryptów badanych genów w 

tkankach nowotworowych i histopatologicznie niezmienionych w odniesieniu do krzywej 

standardowej. Matrycą do przeprowadzonej reakcji był cDNA uzyskany w reakcji odwrotnej 

transkrypcji. Pierwszym etapem, który należało wykonać przed rozpoczęciem właściwych 

pomiarów, było przygotowanie krzywej standardowej. Krzywe standardowe przygotowano 

niezależnie dla każdego analizowanego genu. Krzywa standardowa umożliwia precyzyjne 

oznaczenie wydajności przeprowadzonej reakcji. Wydajność ta liczona jest ze wzoru 

E=10−1/slope, gdzie E oznacza wydajność amplifikacji, natomiast “slope” określa stopień 

nachylenia krzywej wzorcowej względem osi x. Uzyskanie maksymalnej wydajności 

prowadzonej reakcji jest niezwykle istotne, ponieważ prawidłowa interpretacja uzyskanych 

wyników możliwa jest jedynie przy uzyskaniu wydajności amplifikacji w przedziale 

95%−105%. Do przygotowania krzywej standardowej, niezależnej dla każdego 

analizowanego genu, wykorzystano mieszaninę matryc cDNA. W tym celu wymieszano po 1 

µl cDNA pochodzącego z każdej z tkanek nowotworowych jak i histopatologicznie 

niezmienionych. Następnie wykorzystując mieszaninę matryc cDNA przygotowano serię 

pięciu rozcieńczeń cDNA uzyskując końcowo rozcieńczenia 1,000; 0,500; 0,250; 0,125 i 

0,0625. Sposób przygotowania rozcieńczeń cDNA obrazuje Rycina 4. 
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Rycina 4. Sposób przygotowania rozcieńczeń cDNA do krzywej standardowej. 

 

Reakcję Q-PCR przeprowadzano z wykorzystaniem aparatu CFX96 Real-Time 

System firmy Bio-Rad oraz komercyjnego zestawu IQ Sybr Green Supermix (Bio-Rad), w 

którym barwnikiem fluorescencyjnym podlegającym detekcji jest Sybr Green. Sekwencje 

badanych genów (EGLN1, HIF-1A, VHL, CXCR4, DNMT3A, DNMT3B, DNMT1, HMBS) 

uzyskano w bazie danych Ensembl (www.ensembl.org). Startery były projektowane z 

użyciem programu Oligo 5.0. Sekwencję oligonukleotydów wykorzystanych w reakcji Q-

PCR przedstawia Tabela 6. Skład mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny reakcji podano 

poniżej. 
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2× stężony IQ Sybr Green Supermix 5,0 µl 
Starter forward [5 µM] 0,5 µl 
Starter reverse [5 µM] 0,5 µl 
Matryca cDNA 1,0 µl 
H2O dejonizowana 3,0 µl 

 10 µl 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Detekcja produktów PCR z wykorzystaniem barwnika fluorescencyjnego Sybr Green 

jest najprostszą i najmniej kosztowną z metod. Jest to jednak metoda niespecyficzna i 

najbardziej podatna na błędy, ponieważ Sybr Green emituje światło o określonej długości po 

związaniu się z każdym dwuniciowym DNA. Niespecyficzność i błędy mogą wynikać 

wskutek wiązania się Sybr Green ze strukturą primer-dimer. Struktura ta powstaje w wyniku 

wiązania się częściowo do siebie komplementarnych sekwencji starterów. Niespecyficzny 

sygnał może także pochodzić z obecności innych niespecyficznych produktów reakcji PCR w 

mieszaninie. Aby wykluczyć obecność struktury primer-dimer oraz niespecyficznych 

produktów reakcji przeprowadzono analizę krzywej topnienia amplifikowanego fragmentu. 

Analiza krzywej topnienia polega na stopniowym podnoszeniu temperatury mieszaniny aż do 

momentu denaturacji DNA i pomiarze fluorescencji co 0,5°C. W momencie osiągnięcia 

temperatury topnienia produktu następuje bardzo gwałtowna denaturacja i ostry spadek 

fluorescencji. Na krzywej topnienia można to zaobserwować w postaci piku. Jeżeli 
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przeprowadzona reakcja Q-PCR jest wysoce specyficzna uzyskujemy tylko jeden specyficzny 

produkt, który daje nam jeden specyficzny pik na wykresie krzywej topnienia. Specyficzność 

uzyskanych produktów w reakcji Q-PCR była także sprawdzona z wykorzystaniem techniki 

elektroforezy w 2,5% żelu agarozowym w buforze 1× TBE. Po zakończonej reakcji Q-PCR 

całość mieszaniny (10 µl) wymieszano z buforem obciążającym i naniesiono na żel 

agarozowy zawierający bromek etydyny. Rozdział elektroforetyczny prowadzono przy 

napięciu 5 V/cm przez 30 minut. Produkty Q-PCR uwidoczniono w świetle UV z 

wykorzystaniem systemu dokumentacji żeli MiniBis Pro. 

 

Tabela 6. Sekwencje oligonukleotydów użytych w reakcji Q-PCR. Jako pozycję +1 przyjęto 

pierwszy nukleotyd egzonu pierwszego. 

Gen 
Sekwencje starterów 

(kierunek 5’-3’) Numer ENST Pozycja Produkt pz 

EGLN1 
TGCGAAACCATTGGGCTGCT 

GTCACACATCTTCCATCTCC 
00000366641 

3952-3971 

4111-4130 
179 

HIF-1A 
TTAGAACCAAATCCAGAGTCAC 

TATTCACTGGGACTATTAGGCT 
00000337138 

1716-1737 

1819-1840 
125 

VHL 
AACGGATGGGAGATTGAAGATT 

CAATGCCTAGTGAAGTCAGTTA 
00000256474 

839-860 

1000-1021 
183 

CXCR4 
TTCTTAACTGGCATTGTGGG 

GAAGCGTGATGACAAAGAGG 
00000241393 

157−176 

267−286 
130 

DNMT3A 
GGTGCTGTCTCTCTTTGATG 

ATGCTTCTGTGTGACGCTG 
00000264709 

2243−2262 

2402−2420 
178 

DNMT3B 
GGAAGGAGTTTGGAATAGGG 

CCAGTGCCACCAGTTTGTC 
00000328111 

980−999 

1144−1162 
183 

DNMT1 
GATGAGAAGAAGCACAGAAGT 

TCTTTGGGGGTCGTTTTGCG 
00000359526 

1128−1148 

1257−1276 
149 

HMBS 
GCCAAGGACCAGGACATC 

TCAGGTACAGTTGCCCATC 
00000278715 

833−850 

974−992 
160 
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3.4.7. Izolacja białka z tkanek 

 Białko izolowano z tkanki nowotworowej i histopatologicznie niezmienionej. 20mg 

tkanki homogenizowanej w ciekłym azocie przeniesiono do 1,5 ml probówki polietylenowej 

zawierającej 50 µl buforu RIPA zwierającego 10% roztwór inhibitorów proteaz. Tkanki 

inkubowano przez 1 godzinę w lodzie a następnie próby wirowano przez 10 minut, 10000×g 

w temperaturze 4°C w celu osadzenia resztek komórek nie ulegających lizie w buforze RIPA. 

Po wirowaniu lizat przeniesiono do nowej 1,5 ml probówki polietylenowej schłodzonej w 

lodzie. Do pomiaru stężenia białka użyto 5 µl uzyskanego lizatu białkowego a pozostałą część 

zamrażano w −80°C do dalszego użycia.  

 

3.4.8. Oznaczenie stężenia białka 

Stężenie białka w uzyskanym lizacie oznaczono komercyjnym zestawem do 

oznaczania stężenia białek − Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (BCA). Metoda ta 

wykorzystuje zdolność tworzenia kompleksów przez jony Cu2+ z białkami w środowisku 

zasadowym. Jony Cu2+ ulegają redukcji do Cu1+ w obecności cysteiny, cystyny, tryptofanu, 

tyrozyny oraz wiązania peptydowego. W środowisku zasadowym kwas bicynchoninowy 

tworzy barwny kompleks z jonami Cu1+, którego barwa jest proporcjonalna do stężenia białka 

w próbie badanej [162]. Przed pomiarem stężenia białek izolowanych buforem RIPA w 

pierwszej kolejności należało przygotować krzywą standardową. Do przygotowania krzywej 

użyto standardu białkowego, który stanowiła surowicza albumina wołowa (BSA) o stężeniu 

wyjściowym 1 mg/ml. W celu przygotowania krzywej standardowej do 1,5 ml probówek 

polietylenowych podano roztwór BSA, którego stężenie końcowe w poszczególnych 

punktach krzywej standardowej wynosiło 2, 6, 10, 26, 20, i 30 µg/ml. Dodatkowo do każdej 

probówki podano 5 µl buforu RIPA oraz 475 µl roztworu roboczego BCA. Próbę odniesienia 

stanowiła mieszanina 20 µl wody, 5 µl buforu RIPA i 475 µl roztworu roboczego BCA. 

Objętość końcowa próby użytej do pomiaru wynosiła 500 µl. Tak przygotowane próby 

inkubowano w termobloku przez 15 minut w temperaturze 60°C. Następnie próby schłodzono 

do temperatury pokojowej i zmierzono absorbancję przy długości fali λ=562nm. Uzyskane 

dane posłużyły do przygotowania krzywej wzorcowej przedstawionej na Rycinie 5. 
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Rycina 5. Krzywa wzorcowa BSA 

 

 

Przygotowana krzywa wzorcowa wykorzystana została do oznaczenia stężenia białek 

izolowanych z tkanek. W celu pomiaru stężenia białka w lizacie do 1,5 ml probówki 

polietylenowej dodano 20 µl wody, 5 µl lizatu białkowego w buforze RIPA oraz 475 µl 

roztworu roboczego BCA. Przygotowanie próby odniesienia, inkubacja oraz pomiar prób 

badanych odbyły sie identycznie jak przy wyznaczaniu krzywej standardowej. Do końcowego 

oznaczenia stężenia białka wykorzystano wzór matematyczny (y=ax+b) wyznaczony z 

krzywej standardowej. Po przekształceniu uzyskano wzór x=(y−b)/a, gdzie „x” oznacza 

stężenie białka w µg/ml, natomiast „y” oznacza absorbancję próby badanej. Wartości „a” oraz 

„b” zostały wyznaczone z krzywej standardowej. Aby określić stężenie białka w µg/µl 

skorzystano ze wzoru [B]=(x×D)/V, gdzie „[B]” oznacza stężenie białka w µg/µl, „x” oznacza 

stężenie białka w µg/ml, „D” oznacza rozcieńczenie lizatu białkowego (100×), natomiast „V” 

oznacza objętość końcową próby użytej do pomiaru spektrofotometrycznego (500 µl). 

 

3.4.9. Rozdział elektroforetyczny białek w żelu poliakrylamidowym 

Do 1,5 ml probówek polietylenowych podano po 30 µg białka (5-10 µl w zależności 

od stężenia), 10 µl buforu denaturującego i uzupełniano wodą do objętości końcowej 20 µl. 

Przygotowane próby inkubowano w termobloku w temperaturze 99°C przez 10 minut, 

następnie schłodzono w lodzie przez 3 minuty i wirowano przez 30 sekund. Dodatkową próbę 

stanowiło 5 µl markera masy białka. Tak przygotowane próby nałożono na 10% żel 

poliakrylamidowy zawierający SDS i poddano rozdziałowi elektroforetycznemu. 

Elektroforezę przeprowadzano w aparacie Mini Protean firmy Bio-Rad w 1× stężonym 

buforze glicynowym schłodzonym przez noc do temperatury 4°C. Podczas całej elektroforezy 

stosowano stabilizację napięciem: 80 V podczas zagęszczania białka w żelu zagęszczającym i 
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180 V przy rozdziale białek w żelu rozdzielającym. Rozdział prowadzono przez około 1,5 

godziny do momentu „wyjścia” z żelu niebieskiego barwnika będącego składnikiem buforu 

denaturującego. Następnie białka zawarte w żelu poliakrylamidowym przeniesiono na 

aktywowaną czystym metanolem membranę z polifluorku winylidenu (PVDF) o wielkości 

porów 0,45 µm przy użyciu aparatu do półsuchego transferu Yrdimes firmy Wealtec. 

Elektrotransfer prowadzono w 1× stężonym buforze do transferu przez 1,5 godziny przy 

stabilizacji natężeniem 350 mA w temperaturze pokojowej. Po zakończonym 

elektrotransferze membranę PVDF barwiono przez 3 minuty w temperaturze pokojowej 

buforem Ponceau S w celu uwidocznienia poszczególnych frakcji białek i oceny wydajności 

elektrotransferu. Po wybarwieniu białek bufor zlano a membranę PVDF przemyto trzykrotnie 

woda dejonizowaną. Tak przygotowaną membranę umieszczono w 50 ml probówce 

polipropylenowej do której podano 35 ml buforu 1×TBST-B. Probówkę z membraną 

umieszczono w mieszadle orbitalnym i inkubowano przez godzinę w temperaturze pokojowej. 

Następnie bufor zlano a membranę przemywano buforem 1×TBST trzykrotnie (3×10 minut) 

w temperaturze pokojowej. Po zakończeniu płukania membrany przygotowano rozcieńczenia 

przeciwciał I-rzędowych w buforze 1×TBST-M zgodnie z opisem przedstawionym w Tabeli 

7.  

 

Tabela 7. Przeciwciała użyte do detekcji białek w technice Western blot. 

Charakterystyka przeciwciał 

Przeciwciało Pochodzenie Masa białka 

EGLN1 (H-40) I-rzędowe rabbit polyclonal IgG (200 µg/ml) 46 kDa 

HIF-1A (H-206) I-rzędowe rabbit polyclonal IgG (200 µg/ml) 120 kDa 

β-aktyna (I-19) I-rzędowe goat polyclonal IgG-HRP (200 µg/ml) 43 kDa 

II-rzędowe goat anty-rabbit IgG-HRP (400 µg/ml) − 

Rozcieńczenia 

Białko badane 
Ilość Ab I-rzędowego 

(rozcieńczenie) 

Ilość Ab II-rzędowego 

(rozcieńczenie) 
Ilość buforu 1×TBST-M 

EGLN1 3,3 µl (1:3000) 2,0 µl (1:5000) 10 ml 

HIF-1A 2,0 µl (1:5000) 2,0 µl (1:5000) 10 ml 

β-aktyna 3,3 µl (1:3000) − 10 ml 
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50 ml probówkę polipropylenową zawierającą membranę oraz odpowiednie 

rozcieńczenie przeciwciała I-rzędowego umieszczono w mieszadle orbitalnym i inkubowano 

przez 3 godziny w temperaturze pokojowej. Po upływie tego czasu bufor zlano a membranę 

przemywano buforem 1×TBST trzykrotnie (3×10 minut) w temperaturze pokojowej. Po 

ostatnim przemyciu membranę umieszczono w nowej 50 ml probówce polipropylenowej 

zawierającej przeciwciało II-rzędowe o odpowiednim stężeniu (Tabela 7) i inkubowano przez 

1 godzinę na mieszadle orbitalnym. Przeciwciało II-rzędowe sprzężone było z peroksydazą 

chrzanową, która umożliwia detekcję sygnału po nałożeniu odpowiedniego substratu dla 

peroksydazy. Następnie membranę PVDF płukano dwukrotnie (2×10 minut) buforem 

1×TBST oraz dwukrotnie (2×5 minut) buforem 1×TBS. Po płukaniach membranę osuszono 

na ręczniku papierowym i umieszczano na sztywnej folii. Na tak przygotowaną membranę 

podano 1 ml mieszaniny substratu dla peroksydazy chrzanowej oraz nałożono arkusz folii 

spożywczej. W celu detekcji sygnału całość umieszczono w aparacie do detekcji 

chemiluminescencji firmy UVP. Detekcję sygnału prowadzono w trybie analizy dynamicznej 

w czasie 20 minut z serią 10 zdjęć co 2 minuty każde. Do analizy gęstości optycznej (OD) 

uzyskanych wyników wykorzystano program Kodak MI SE. 

 

3.4.10. Odmywanie przeciwciał z błony PVDF 

Ze względu na zbliżoną masę cząsteczkową niektórych białek, po detekcji sygnału 

membrana PVDF była używana powtórnie w celu zidentyfikowania kolejnego białka. Przed 

rozpoczęciem analizy kolejnego białka należało odmyć przeciwciało związane z wcześniej 

analizowanym białkiem. Wszystkie płukania wykonano z wykorzystaniem mieszadła 

orbitalnego. W celu odmycia przeciwciał membranę ponownie aktywowano w czystym 

metanolu przez 1 minutę, a następnie płukano jeden raz w buforze 1×TBST przez 5 minut. W 

kolejnym etapie membrana była przemywana trzykrotnie (3×10 minut) kwaśnym buforem do 

odmywania przeciwciał, dwukrotnie (2×10 minut) buforem 1×TBS i jeden raz buforem 

1×TBST przez 5 minut. Tak przygotowaną membranę inkubowano z buforem 1×TBST-B 

przez 1 godzinę w temperaturze pokojowej a następnie przeprowadzono procedurę inkubacji z 

kolejnym przeciwciałem I i II-rzędowym jak opisano powyżej w punkcie 3.4.9. 
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3.4.11. Izolacja genomowego DNA z tkanek oraz reakcja deaminacji DNA 

 Genomowy DNA izolowano wykorzystując komercyjny zestaw do izolacji 

genomowego DNA firmy BioBasic. Izolację przeprowadzono na stole laboratoryjnym w 

temperaturze pokojowej zgodnie z opisem producenta zestawu w 1,5 ml probówkach 

polietylenowych. Do probówki zawierającej 300 µl buforu lizującego i 20 µl Proteinazy K 

(20 mg/ml) przeniesiono 20 mg tkanki homogenizowanej w ciekłym azocie. Próby 

inkubowano w termobloku w temperaturze 55°C przez 2 godziny, a następnie schłodzono do 

temperatury pokojowej, mieszano na mieszadle typu vortex i wirowano przez 5 minut, 

12000×rpm. Następnie 300 µl supernatantu przeniesiono do nowej probówki zawierającej 

taką samą objętość buforu AB, mieszano przez odwracanie, inkubowano przez 2 minuty i 

przeniesiono na kolumny wiążące genomowy DNA. Kolumny wirowano przez 2 minuty, 

4000×rpm, a następnie DNA związany ze złożem na kolumnie dwukrotnie przemyto 

roztworem płuczącym. Po każdym przemywaniu próby wirowano 2 minuty, 10000×rpm a 

supernatant odrzucano. Po ostatnim płukaniu kolumny przeniesiono do nowych probówek, a 

na złoże podano 50 µl buforu elucyjnego podgrzanego do 50°C. Próby inkubowano przez 2 

minuty a następnie wirowano przez 1 minutę, 10000×rpm. Uzyskany w ten sposób 

supernatant zawierał całkowity genomowy DNA. Wykonując pomiar spektrofotometryczny 

określono stężenie izolowanego DNA w analogiczny sposób jak to opisano w punkcie 3.4.4 

Uzyskany DNA rozdzielono także elektroforetycznie zgodnie z opisem z punku 3.4.4 w celu 

określenia jego jakości. Otrzymany DNA poddano reakcji deaminacji, traktując go 

wodorosiarczanem (IV) sodu (Na2S2O5/NaHSO3), który odpowiedzialny jest za konwersję 

cytozyny do uracylu. Mechanizm reakcji deaminacji przedstawiono na Rycinie 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 6. Mechanizm obrazujący reakcje deaminacji cytozyny do uracylu. 
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Do deaminacji genomowego DNA wykorzystano zestaw EZ DNA Methylation Kit 

firmy Zymo Research. Reakcję prowadzono w 1,5 ml probówkach polietylenowych zgodnie z 

opisem producenta. Do 1 µg genomowego DNA dodano 5 µl buforu denaturującego DNA i 

uzupełniono wodą dejonizowaną do objętości końcowej 50 µl. Próby inkubowano w 

termobloku przez 15 minut w temperaturze 37°C, a następnie do prób podano po 100 µl 

odczynnika deaminującego. Całość delikatnie mieszano przez odwracanie i inkubowano, 

chroniąc przed światłem, w termobloku przez 16 godzin w temperaturze 50°C. Po tym czasie 

próby przeniesiono do lodu na 10 minut, a następnie dodano do nich po 400 µl buforu 

wiążącego. Całość naniesiono na kolumnę wiążąca DNA i wirowano przez 30 sekund przy 

10000×rpm. Po odrzuceniu supernatantu kolumny płukano 200 µl buforu przemywającego i 

ponownie wirowano przez 30 sekund przy 14000×rpm. Po odrzuceniu supernatantu na złożę 

kolumny podano 200 µl buforu odsiarczającego, inkubowano je przez 15 minut w 

temperaturze pokojowej, a następnie wirowano przez 30 sekund przy 14000×rpm. Próby 

dodatkowo płukano dwukrotnie 200 µl buforu przemywającego i wirowano jak wyżej. Po 

ostatnim wirowaniu kolumny przeniesiono do nowych probówek, a na złoże podano po 20 µl 

buforu elucyjnego. Całość wirowano 1 minutę przy 14000×rpm uzyskując deaminowany 

DNA w supernatancie, który następnie wykorzystano do amplifikacji fragmentów 

promotorów genów badanych w klasycznej reakcji PCR. 

 

 

3.4.12. Łańcuchowa reakcja polimerazy (PCR) deaminowanego DNA 

Reakcję PCR przygotowano pod komorą z laminarnym przepływem powietrza w 0,2 

ml probówkach do reakcji PCR. Reakcję przeprowadzano z wykorzystaniem aparatu PTC-

200 firmy MJ Research oraz komercyjnego zestawu FastStart Taq DNA Polymerase (Roche), 

w którym polimeraza do pełnej aktywności wymaga aktywacji termicznej. Sekwencje 

promotorów genów EGLN1, HIF-1A, VHL i CXCR4 uzyskane z bazy danych 

www.ensamble.org poddano analizie komputerowej w celu określenia obecności wysp CpG 

w tym rejonie. Do oceny tej użyto dwóch niezależnych programów komputerowych: 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/ oraz http://bio.dfci.harvard.edu/Methylator/. 

Analiza wykazała obecność wysp CpG w sekwencjach promotorowych wszystkich 

analizowanych genów (Rycina 7). Na podstawie uzyskanych wyników zaprojektowano 

startery z użyciem programu Oligo 5.0. Sekwencję oligonukleotydów wykorzystanych w 
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reakcji PCR przedstawia Tabela 8. Skład mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny reakcji 

podano poniżej. 

 

10× stężony bufor do reakcji  1,5 µl 

MgCl2 [25 mM] 2,4 µl 

dNTPs [2,5 mM] 1,2 µl 

Starter forward [10 µM] 0,6 µl 

Starter reverse [10 µM] 0,6 µl 

Matryca DNA deaminowany 1,0 µl 

Polimeraza FastStart Taq [5 U/µl] 0,2 µl 

H2O dejonizowana 7,5 µl 

 15 µl 
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Tabela 8. Sekwencje oligonukleotydów użytych w reakcji PCR z deaminowanym DNA. Jako 

pozycję +1 przyjęto pierwszy nukleotyd egzonu pierwszego. 

Gen 
Sekwencje starterów 

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

EGLN1 fr.1 
TGGAGGAAGAGTAGTTATG 

ATAACAACCTAAACTCAAAC 
00000366641 

2370 − 2388 

2876 − 2895 
74 60°C 526 

EGLN1 fr.2 
GTTTGAGTTTAGGTTGTTATT 

AATACTAATATAAACCCACTC 
00000366641 

2876 − 2896 

3359 − 3379 
58 60°C 504 

HIF-1A 

TGATGTATGTTTGGGATTAGG 

AACCTCTCCTCAAATAACTTA 
00000337138 

-435 − -415 

75 − 95 
49 59°C 530 

VHL 

AATTTTATAGTGGAAATATAGTA 

TACCTCAAAAAACCTCAATTC 
00000256474 

-37 − -15 

644−664 
93 56°C 701 

CXCR4 

AAGATTGGTAGGTGTAAGTG 

TTTCATTTCCTCACTCTCCC 
00000241393 -1198 − -1179 

-817 − -798 
33 60°C 401 
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Rycina 7. Analiza obecności wysp CpG w sekwencjach promotorowych genów EGLN1, HIF-

1A, VHL oraz CXCR4. Miejsce występowania wysp CpG zaznaczono kolorem szarym. 

 

Po zakończonej reakcji PCR całość mieszaniny (15 µl) wymieszano z buforem 

obciążającym i naniesiono na żel agarozowy zawierający bromek etydyny. Rozdział 

elektroforetyczny prowadzono przy napięciu 5 V/cm przez 40 minut. Produkty PCR 

uwidoczniono z wykorzystaniem lampy UV niskiej mocy, co zapobiega tworzeniu się 

dimerów tymidyny w łańcuchu DNA. Produkty PCR o właściwej długości wycięto z żelu za 

pomocą skalpela, a następnie kawałki wyciętego żelu umieszczono w 1,5 ml probówkach 

polietylenowych w celu elucji produktów PCR z agarozy. 
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3.4.13. Elucja produktów PCR z żelu agarozowego 

Produkty PCR rozdzielone elektroforetycznie na żelu agarozowym eluowano z żelu 

wykorzystując komercyjny zestaw do izolacji DNA z żeli agarozowych firmy Roche. Elucję 

przeprowadzono na stole laboratoryjnym zgodnie z opisem producenta zestawu w 1,5 ml 

probówkach polietylenowych. Do probówki zawierającej fragment żelu z produktem PCR 

podano 300 µl buforu do rozpuszczania żelu oraz 10 µl zawiesiny kuleczek krzemionkowych. 

Próby inkubowano w termobloku przez 10 minut w temperaturze 60°C w celu rozpuszczenia 

agarozy. Następnie próby wirowano przez 30 sekund przy 14000×rpm, supernatant odrzucono 

a do osadu kuleczek krzemionkowych dodano 500 µl buforu wiążącego kwasy nukleinowe. 

Próby wirowano jak wyżej, supernatant odrzucono, a osad kuleczek przemyto dwukrotnie 500 

µl buforu przemywającego. Po ostatnim przemywaniu i wirowaniu usunięto dokładnie 

supernatant a kuleczki krzemionkowe suszono na stole w otwartych probówkach przez 15 

minut w temperaturze pokojowej. Następnie kuleczki zawieszono w 20 µl wody 

dejonizowanej i inkubowano w termobloku przez 15 minut w temperaturze 60°C. Po 

inkubacji próby wirowano przez 1 minutę przy 14000×rpm a supernatant zawierający 

eluowany produkt PCR przeniesiono do nowej 1,5 ml probówki polietylenowej. Wykonując 

pomiar spektrofotometryczny określono stężenie izolowanego produktu PCR w analogiczny 

sposób jak to opisano w punkcie 3.4.4, a następnie wykorzystano go w reakcji ligacji z 

plazmidem pGEM-T Easy. 

 

 

3.4.14. Ligacja produktów PCR z plazmidem pGEM-T Easy 

 Ligację produktów PCR z plazmidem przygotowano pod komorą z laminarnym 

przepływem powietrza w 0,2 ml probówkach do reakcji PCR. W reakcji tej wykorzystano 

komercyjny zestaw pGEM-T Easy Vector System firmy Promega. System ten wykorzystuje 

plazmid o długości 3015 pz, w którym miejsce wprowadzenia insertu znajduje się w obrębie 

genu lacZ kodującego podjednostkę α enzymu β–galaktozydazy (Rycina 8). Selekcję klonów 

zawierających właściwy insert przeprowadza się na podłożu zawierającym antybiotyk – 

ampicylinę oraz X-Gal. Bakterie, które pobrały „pusty” plazmid bez insertu mają zdolność 

rozkładu substratu (X-Gal) dodanego do podłoża, powodując tym samym niebieskie 

zabarwienie kolonii. Jeżeli bakterie pobiorą plazmid rekombinowany zawierający insert tracą 

zdolności rozkładu X-Gal tworząc kolonie zabarwione na biało. Wszystkie kolonie bakteryjne 
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zabarwione na biało mogą być wykorzystane do namnożenia plazmidu, jego izolacji i 

sekwencjonowania. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Plazmid pGEM-T Easy posiada wolny nukleotyd tymidynowy w miejscu wprowadzenia insertu 

(Rycina 8). Umożliwia to połączenie go na zasadzie komplementarności z wolnym nukleotydem 

adeninowym występującym na końcach produktów PCR (insert). Polimeraza DNA wykorzystywana w 

reakcji PCR dodaje na końcach amplifikowanego fragmentu kilka nukleotydów adeninowych, które 

wykorzystuje się do ligacji z miejscem wprowadzenia insertu w plazmidzie pGEM-T Easy. Aby uzyskać 

maksymalną wydajność ligacji plazmidu z insertem należało eksperymentalnie ustalić stosunek 

molowy insertu do plazmidu (wektora). Maksymalną wydajność reakcji uzyskano dla stosunku 

molowego wynoszącego 3:1 (insert:wektor). Aby określić ilość ng insertu, którego należy użyć do 

ligacji z 50 ng plazmidu stosowano wzór: 
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Zgodnie ze wzorem przedstawionym powyżej obliczono dla każdego genu ilość ng 

oczyszczonego produktu PCR (insertu) jaką należy użyć do ligacji z 50 ng wektora. Obliczenia 

przestawia Tabela 9.  

 

Tabela 9. Obliczenia ilości ng insertu, które należy użyć do ligacji z 50ng wektora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Oczyszczone produkty PCR, które przygotowano zgodnie z opisem przedstawionym w 

punkcie 3.4.13 rozcieńczono w ten sposób, aby w 1 µl uzyskać stężenie podane w Tabeli 9. Skład 

mieszaniny ligacyjnej podano poniżej. 

 

 Mieszanina 
ligacyjna 

Kontrola 
dodatnia 

Kontrola 
negatywna 

 

2× stężony bufor ligacyjny  
 

5 µl 
 

5 µl 
 

5 µl 
Plazmid pGEM-T Easy [50 ng/µl] 1 µl 1 µl 1 µl 
Produkt PCR 1 µl − − 
Kontrolny DNA [4 ng/µl] − 2 µl − 
T4 DNA ligaza [3 U/µl] 1 µl 1 µl 1 µl 
H2O dejonizowana 2 µl 1 µl 3 µl 
 10 µl 10 µl 10 µl 

 

Reakcję ligacji prowadzono przez noc w 4°C. Następnie produkt ligacji użyto do 

transformacji komórek kompetentnych Escherichia coli szczep TOP10. 
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3.4.15. Przygotowanie komórek kompetentnych E. coli szczep TOP10 

 Komórki kompetentne przygotowano pod komorą do pracy z bakteriami oraz 

wykorzystując wytrząsarkę do hodowli bakteryjnych. Do jałowej, szklanej kolby stożkowej o 

pojemności 200 ml podano 50 ml płynnej pożywki LB (35 g LB/litr wody dejonizowanej) bez 

ampicyliny, którą wcześniej sterylizowano przez 20 minut w 121°C przy ciśnieniu 1,5 

atmosfery. Z zamrażarki niskotemperaturowej (−75°C) pobrano na lód probówkę zawierającą 

zawiesinę bakterii E. coli szczep TOP10 w 16% glicerolu. Następnie końcówkę jałowej, 

plastikowej pipety Pasteura zanurzono w zawiesinie bakteryjnej, którą przeniesiono do 

pożywki LB znajdującej się w kolbie stożkowej. Tak przygotowaną zaszczepkę bakteryjną 

inkubowano w wytrząsarce do hodowli bakteryjnych przy 180×rpm w temperaturze 37°C. W 

czasie inkubacji co 20 minut pobierano 1 ml zawiesiny bakterii w celu pomiaru gęstości 

optycznej. Hodowlę zakończono w momencie uzyskania gęstości optycznej w przedziale 0,4-

0,5, po czym całość zawiesiny bakteryjnej przelano do schłodzonej w lodzie 50 ml probówki 

polipropylenowej. Po 10 minutowej inkubacji w lodzie próby wirowano przez 10 minut przy 

4000×rpm w temperaturze 4°C, supernatant odrzucono a uzyskany osad bakteryjny 

zawieszono w 20 ml buforu Tbf1 schłodzonego do temperatury 4°C. Następnie zawiesinę 

inkubowano przez 5 minut w lodzie, wirowano jak opisano wyżej, odrzucono supernatant a 

osad bakterii zawieszono w 2 ml buforu Tbf2 o temperaturze 4°C. Po 10 minutowej inkubacji 

w lodzie zawiesinę bakterii porcjowano po 50 µl do jałowych 1,5 ml probówek 

polietylenowych i zamrożono w ciekłym azocie. Przygotowane bakterie kompetentne E. coli 

szczep TOP10 przechowywano w zamrażarce niskotemperaturowej w temperaturze −75°C do 

momentu transformacji plazmidem pGEM-T Easy. 

 

3.4.16. Transformacja komórek kompetentnych E. coli szczep TOP10 plazmidem 

pGEM-T Easy 

 Transformację komórek kompetentnych przeprowadzono pod komorą do pracy z 

bakteriami z wykorzystaniem termobloku. Przygotowane komórki kompetentne w 1,5 ml 

probówkach polietylenowych przeniesiono z zamrażarki niskotemperaturowej do lodu. 

Probówki inkubowano w lodzie przez 15 minut, następnie do zawiesiny komórek 

kompetentnych podano 5 µl mieszaniny ligacyjnej przygotowanej zgodnie z opisem z punktu 

3.4.14. Całość delikatnie mieszano i inkubowano w lodzie przez 30 minut po czym probówki 

umieszczono na 60 sekund w termobloku o temperaturze 42°C w celu wywołania szoku 
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termicznego. Dokładnie po 60 sekundach probówki ponownie umieszczono na 2 minuty w 

lodzie, a następnie do każdej próby dodano 200 µl płynnej pożywki LB bez ampicyliny o 

temperaturze pokojowej. Zawiesinę komórek bakteryjnych inkubowano przez 1 godzinę w 

temperaturze 37°C przy 600×rpm. Po zakończeniu inkubacji całość zawiesiny przeniesiono 

na jałowe płytki Petriego zawierające stałe podłoże LB-agar z ampicyliną oraz X-Gal i IPTG 

w celu selekcji bakterii, które pobrały plazmid zawierający insert. 

 

 

3.4.17. Przygotowanie płytek Petriego ze stałym podłożem LB-agar zawierającym 

ampicylinę, X-Gal i IPTG oraz selekcja klonów 

 W celu selekcji bakterii zawierających plazmid z insertem przygotowano pożywkę LB 

z dodatkiem agaru (LB-agar). Do 1000 ml wody dejonizowanej dodano 20 g pożywki 

LB−agar. Pożywkę sterylizowano przez 20 minut w 121°C przy ciśnieniu 1,5 atmosfery. 

Następnie do pożywki schłodzonej do temperatury 50°C dodano 1 ml ampicyliny o stężeniu 

100 mg/ml. Tak przygotowaną pożywkę wylano na płytki Petriego (około 30-35 ml na płytkę) 

i pozostawiono pod komorą do pracy z bakteriami do całkowitego wystygnięcia. Po zestaleniu 

agaru na powierzchni każdej płytki rozprowadzono za pomocą jałowej ezy typu hokej 

mieszaninę substratów dla β-galaktozydazy składającą się z 100 µl IPTG o stężeniu 100 µM 

oraz 10 µl X-Gal o stężeniu 50 mg/ml. Całość inkubowano przez 30 minut w cieplarce do 

hodowli bakteryjnych w celu wchłonięcia IPTG i X-Gal przez stałe podłoże LB-agar. Na 

przygotowane w ten sposób płytki Petriego podano 250 µl zawiesiny komórek 

kompetentnych E. coli szczep TOP10 transformowanych plazmidem pGEM-T Easy zgodnie z 

opisem w punkcie 3.4.16. Zawiesinę rozprowadzono na powierzchni LB-agaru za pomocą 

jałowej ezy typu hokej i pozostawiono w cieplarce do hodowli bakteryjnych na 30 minut w 

celu wchłonięcia zawiesiny bakteryjnej przez LB-agar. Następnie płytki odwrócono o 180 

stopni i inkubowano w cieplarce przez noc w temperaturze 37°C. Następnego dnia płytki 

wyjęto z cieplarki i oszacowano liczbę białych kolonii bakteryjnych zawierających plazmid 

pGEM-T Easy z insertem. Z każdej płytki wytypowano po 3 białe kolonie bakteryjne do 

szybkiej izolacji plazmidu w celu potwierdzenia obecności insertu reakcją PCR. Szybką 

izolację plazmidu przeprowadzono z wykorzystaniem 0,1% roztworu detergentu NP−40. Do 

0,2 ml probówki do reakcji PCR podano 50 µl 0,1% roztworu NP−40. Następnie końcówką 

jałowego tipsa przeniesiono fragment wyselekcjonowanej kolonii bakteryjnej do roztworu 

detergentu. Próbkę inkubowano w termocyklerze PCT-200 przez 10 minut w temperaturze 
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95°C, po czym przeniesiono ją do lodu na 5 minut. W celu osadzenia ścian komórek 

bakteryjnych probówki wirowano przez 3 minuty przy 12000×g w temperaturze pokojowej. 

Uzyskany supernatant zawierający plazmid użyto do reakcji PCR. 

Reakcję PCR przygotowano pod komorą z laminarnym przepływem powietrza w 0,2 

ml probówkach do reakcji PCR, z wykorzystaniem termocyklera PTC-200 oraz komercyjnego 

zestawu Dream Taq DNA Polymerase (Fermentas). W reakcji PCR wykorzystano startery 

M13F: 5’ CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC 3’ oraz M13R: 5’ TCA CAC AGG 

AAA CAG CTA TGA C 3’. Startery te były również wykorzystywane w reakcji 

sekwencjonowania plazmidu z insertem. Skład mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny 

reakcji podano poniżej. 

 

10×stężony bufor do reakcji  1,3 µl 

dNTPs [2,5 mM] 1,0 µl 

Starter M13F [10 µM] 0,5 µl 

Starter M13R [10 µM] 0,5 µl 

Plazmid z insertem 2,5 µl 

Polimeraza DreamTaq [5 U/µl] 0,2 µl 

H2O dejonizowana 7,0 µl 

 13 µl 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na podstawie przeprowadzonej reakcji PCR i rozdziału elektroforetycznego jej 

produktów wyselekcjonowano klony bakterii E. coli szczep TOP10, które zawierały plazmid 

pGEM-T Easy z insertem o odpowiedniej długości. Klony te zostały wykorzystane do 

namnożenia i izolacji plazmidów w celu przeprowadzenia reakcji sekwencjonowania. 
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3.4.18. Hodowla kolonii bakteryjnych zawierających prawidłowy insert oraz 

izolacja plazmidowego DNA 

Do 15 ml probówek polipropylenowych podano 3 ml jałowej, płynnej pożywki LB 

oraz 3 µl ampicyliny o stężeniu 100 mg/ml. Kontrole negatywną stanowiła płynna pożywka 

LB bez dodatku antybiotyku, do której nie podano żadnej kolonii bakteryjnej. Do tak 

przygotowanych probówek przeniesiono jałowym tipsem wyselekcjonowane kolonie 

bakteryjne zawierające plazmid z insertem odpowiedniej długości. Hodowlę prowadzono 

przez noc z użyciem wytrząsarki do hodowli bakteryjnych przy 180×rpm w temperaturze 

37°C. Następnego dnia z uzyskanej zawiesiny bakteryjnej izolowano plazmidowy DNA z 

wykorzystaniem komercyjnego zestawu do izolacji plazmidów PureYield Plasmid Miniprep 

System firmy Promega. Izolację plazmidu przeprowadzono na stole w 1,5 ml probówkach 

polietylenowych. Zawiesinę bakteryjną z całonocnej hodowli wirowano przez 10 minut przy 

maksymalnej prędkości. Supernatant zlano a osad bakterii zawieszono w 600 µl wody 

dejonizowanej. Zawiesinę przeniesiono do nowych 1,5 ml probówek polietylenowych, do 

których dodano 100 µl buforu lizującego. Zawiesinę bakteryjną mieszano przez sześciokrotne 

odwracanie probówki. Następnie do całości mieszaniny podano 350 µl roztworu 

neutralizującego, schłodzonego do 4°C, mieszano przez odwracanie i wirowano przy 

maksymalnej prędkości przez 3 minuty w temperaturze pokojowej. Uzyskany supernatant 

(ok. 900 µl) przeniesiono na kolumnę wiążącą plazmid. Kolumnę wirowano przez 15 sekund 

przy maksymalnej prędkości, przemyto 200 µl roztworu usuwającego endotoksynę, ponownie 

wirowano i przemyto 400 µl roztworu płuczącego. Po ostatnim przemyciu próby wirowano 

30 sekund przy maksymalnej prędkości po czym kolumnę przeniesiono do nowej 1,5 ml 

probówki polietylenowej podając na środek złoża 30 µl buforu elucyjnego. Probówkę 

inkubowano 1 minutę w temperaturze pokojowej po czym wirowano przez 15 sekund przy 

maksymalnej prędkości. Uzyskany supernatant zawierał plazmid pGEM-T Easy z 

wklonowanym insertem. Plazmid ten został wykorzystany do reakcji sekwencjonowania 

przeprowadzonej w Wydziałowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej Uniwersytetu im. 

Adama Mickiewicza w Poznaniu. 

 

3.4.19. Amplifikacja regionu promotora genu EGLN1 

Region promotora genu EGLN1 analizowano w celu określenia obecności miejsc 

wiązania się czynników transkrypcyjnych do DNA. Miejsca te lokalizowano wykorzystując 

do analizy dwa programy komputerowe: http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/proscan/ oraz 
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http://zlab.bu.edu/~mfrith/cister.shtml. Analiza komputerowa wykazała obecność dwóch 

miejsc, do których mogą wiązać się czynniki transkrypcyjne (Rycina 9). 

 

 

 

 

Rycina 9. Potencjalne miejsca wiązania czynników transkrypcyjnych w promotorze genu 

EGLN1. 

 

Pierwsze miejsce o długości 672 pz zlokalizowane było w odległości od −5967 pz do 

−5295 pz względem początku egzonu 1. Drugie miejsce o długości 250 pz zlokalizowane 

było w regionie 5’UTR genu EGLN1 w pozycji od 2439 pz do 2689 pz. W celu analizy 

obecności potencjalnych mutacji w regionie wiązania się czynników transkrypcyjnych 

zaprojektowano startery (Tabela 10), które umożliwiły amplifikację tych regionów za pomocą 

reakcji PCR. Reakcję PCR przygotowano zgodnie z opisem przedstawionym w punkcie 

3.4.12. Skład mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny reakcji podano poniżej. 

 

10× stężony bufor do reakcji  1,3 µl 
5× stężony bufor GC-RICH  2,6 µl 
MgCl2 [25 mM] 0,8 µl 
dNTPs [2,5 mM] 1,0 µl 
Starter forward [10 µM] 0,5 µl 
Starter reverse [10 µM] 0,5 µl 
DNA genomowy 1,0 µl 
Polimeraza FastStart Taq [5 U/µl] 0,2 µl 
H2O dejonizowana 5,1 µl 
 13 µl 
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Tabela 10. Sekwencje oligonukleotydów wykorzystanych do amplifikacji sekwencji 

promotorowej genu EGLN1 oraz w reakcji sekwencjonowania. Jako pozycję +1 przyjęto 

pierwszy nukleotyd egzonu pierwszego. 

 

 

Po zakończonej reakcji PCR 4 µl produktu reakcji wymieszano z 1 µl buforu do 

elektroforezy i naniesiono na 1% żel agarozowym z dodatkiem bromku etydyny w celu 

szacunkowej oceny specyficzności i wydajności reakcji PCR. Elektroforezę przeprowadzono 

zgodnie z warunkami opisanymi w punkcie 3.4.4. Pozostała część produktów reakcji PCR 

została wykorzystana do reakcji sekwencjonowania przeprowadzonej w Wydziałowej 

Pracowni Technik Biologii Molekularnej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. 

 

3.4.20. Obliczenia statystyczne 

Obliczenia statystyczne wykonano w programie Statistica 5.1PL for Windows firmy 

Stat-Soft Inc. Wartości zmiennych pomiędzy grupami porównano stosując odpowiednie testy 

nieparametryczne, czyli test Manna-Whitney’a. W tabelach zostały podane mediana oraz 

wartości najmniejsza i największa. Do określenia zależności pomiędzy poszczególnymi 

zmiennymi zastosowano współczynnik korelacji liniowej „r” Pearsona po uprzedniej 

weryfikacji normalności rozkładu zmiennych przy użyciu testu Shapiro-Wilka. W przypadku 

zmiennych, których rozkład istotnie odbiegał od normalnego, stosowano transformację przez 

logarytmowanie w celu uzyskania rozkładów niewykazujących znacznych odstępstw od 

rozkładu normalnego. Jeżeli zmienne nie spełniały założeń testów parametrycznych, 

stosowano nieparametryczny współczynnik korelacji „R” Spearmana. Wszystkie wykazane 

różnice i wyznaczone współczynniki korelacji przyjęto za statystycznie istotne przy poziomie 

istotności P≤0,05. 

EGLN1 
Sekwencje starterów 

(kierunek 5’-3’) 
Numer ENST Pozycja Produkt pz 

Region A 
GCATTTGGAGTGGCTGGCTG 
GGAAGGCAACCAGAGCGAGT 

00000366641 
-6027 − -6008 
-5292 − -5273 

755 

Region B 
TAGAGGCTGTATGGTGTAATGG 
CGAGGGCTGAGAGAATAGGG 

00000366641 
2173 − 2194 
2908 − 2927 

755 



 

58 
 

4. WYNIKI 

 

4.1. Badanie poziomu transkryptów dla genów EGLN1, HIF-1A , VHL , CXCR4, 

DNMT3A, DNMT3B i DNMT1 oraz analiza ilości białek EGLN1 i HIF-1A  

 Analizę poziomu transkryptów dla genów badanych przeprowadzono zgodnie z 

opisem w punkcie 3.4.6. Analizę ilości białka kodowanego przez geny EGLN1 i HIF-1A 

przeprowadzono zgodnie z opisem w punkcie 3.4.9. Analizy wykazały istotną statystycznie 

różnicę w poziomie transkryptów i białek dla genów badanych pomiędzy tkanką 

nowotworowo zmienioną a kontrolną. Analizę poziomu transkryptów przedstawiono w Tabeli 

10 i Rycinach 10-12. Analizę ilości białek przedstawiono w Tabeli 10 i na Rycinie 10. 
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Tabela 10. Poziom transkryptów i białek genów badanych w tkankach nowotworowych i 

kontrolnych. 

Poziom mRNA standaryzowano względem poziomu mRNA dla HMBS (deaminaza 

porfobilinogenu). a poziom transkryptów, b poziom białek, c obustronny test t-studenta dla 

zmiennych niepowiązanych, d Mann Whitney test 

.

Gen 

 

tkanka nowotworowa 
 

 

tkanka kontrolna 
 p  

Mediana (zakres) 
 

Średnia (±SD) 
 

Mediana (zakres) 
 

Średnia (±SD) 
 

EGLN1 

 

0,75 (0,24-1,37)a 
 

 

0,84±0,37a 
 

1,21 (0,48-2,35)a  
 

1,29±0,56a  
 

0,0005c 

 

0,83 (0,07-7,91)b 
 

1,54±1,82b 
 

4,03 (0,29-23,41)b  
 

 

7,55±7,78b  
 

0,0023d 

HIF-1A 

 

1,12 (0,20-1,87)a 
 

 

1,10±0,57a 
 

0,34 (0,01-0,97)a  
 

0,37±0,29a  
 

0,0001c 

 

0,91 (0,10-4,70)b 
 

 

1,20±0,99b 
 

0,42 (0,07-1,78)b  
 

0,60±0,46b  
 

0,0037d 

VHL 
 

1,09 (0,21-2,55)a 
 

 

1,22±0,61a 
 

0,80 (0,27-1,94)a  
 

0,83±0,37a  
 

0,0042c 

CXCR4 
 

1,35 (0,11-3,95)a 
 

 

1,39±0,93a 
 

0,68 (0,13-2,35)a  
 

0,82±0,56a  
 

0,0058c 

DNMT3A 
 

0,87 (0,26-4,81)a 

 
1,26±1,10a 0,65 (0,01-2,26)a 0,76±0,57a  0,0163c 

DNMT3B 
 

0,80 (0,07-5,07)a 
 

1,28±1,38a 0,22 (0,07-1,45)a  0,29±0,28a  0,0003c 

DNMT1 
 

1,16 (0,46-3,97)a 

 
1,48±0,94a 0,56 (0,13-2,32)a  0,68±0,63a  0,0001c 
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A                                                              B  

    

 

 

 

 

 

 

 

C                                                              D 

 

 

 

 

 

 

 

 

E 

 

 

 

Rycina 10. Poziom transkryptów (A, B) i białek (C, D) kodowanych przez geny EGLN1 (A, 

C) i HIF-1A (B, D) w tkance nowotworowej (n=30) i w tkance kontrolnej (n=30). Poziom 

transkryptów został przeliczony na 1µg RNA całkowitego i standaryzowany względem 

poziomu transkryptów HMBS. Uzyskane wartości poziomu transkryptów przedstawiono w 

postaci wartości względnych. Ilość białka standaryzowano względem ilości β-aktyny i 

przedstawiono jako względną gęstość optyczną. E − przykładowy wynik analizy Western Blot 

dla białek EGLN1 i HIF-1A. 

 

 



 

61 
 

 
A                                                                                                  B 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 11. Poziom transkryptów VHL (A) i CXCR4 (B) w tkance nowotworowej (n=30) i w tkance kontrolnej (n=30). Poziom transkryptów 

został przeliczony na 1µg RNA całkowitego i standaryzowany względem poziomu transkryptów HMBS. Uzyskane wartości poziomu 

transkryptów przedstawiono w postaci wartości względnych. 
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A                                                                B                                                                 C 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 12. Poziom transkryptów DNMT3A (A), DNMT3B (B) oraz DNMT1 (C) w tkance nowotworowej (n=30) i w tkance kontrolnej (n=30). 

Poziom transkryptów został przeliczony na 1µg RNA całkowitego i standaryzowany względem poziomu transkryptów HMBS. Uzyskane 

wartości poziomu transkryptów przedstawiono w postaci wartości względnych. 

 



 

63 
 

4.2 Analiza wzoru metylacji sekwencji promotorowych genów EGLN1, HIF-1A , 

VHL  oraz CXCR4 

 Genomowy DNA izolowany zgodnie z opisem z punktu 3.4.11 poddano reakcji 

deaminacji (3.4.11) i amplifikacji (3.4.12). Uzyskane produkty reakcji PCR po rozdziale 

elektroforetycznym, elucji z żelu (3.4.13) i klonowaniu (3.4.14) poddano sekwencjonowaniu 

w celu określenia wzoru metylacji sekwencji promotora analizowanych genów. 

Analiza komputerowa (3.4.12) wykazała obecność wysp CpG w promotorach 

wszystkich analizowanych genów. Przeprowadzone reakcje sekwencjonowania wykazały 

brak metylacji sekwencji promotorowych wszystkich analizowanych genów zarówno w 

tkankach nowotworowych jak i kontrolnych. Świadczy to o tym, iż prawdopodobnie żaden z 

analizowanych genów nie podlega regulacji przez metylację DNA w raku szyjki macicy. 

 

4.3. Analiza korelacji Spearmana pomiędzy czynnikiem HIF-1A a ekspresją 

genów posiadających sekwencję HRE w regionie promotorowym 

 Analiza korelacji Spearmana wykazała, iż HIF-1A może wpływać na ekspresję genów 

VHL oraz CXCR4. Wyniki analizy korelacji przedstawia Tabela 11. 

 

Tabela 11. Wartości współczynnika korelacji Spearmana (R). 

 

   

VHL  
 

 

CXCR4 
 

HIF-1A 

 

R 
 

0,515 0,445 

 

p 
 

0,00373 0,0141 

 

ilość 
 

30 30 
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4.4. Analiza sekwencji nukleotydowej promotora genu EGLN1 

 Analiza sekwencji promotorowej genu EGLN1 wykazała obecność dwóch miejsc, do 

których mogą wiązać się czynniki transkrypcyjne. Miejsca te zlokalizowane są w odległości 

−5967 pz do −5295 pz od początku egzonu 1 (Region A) oraz w regionie 5’UTR genu 

EGLN1 w pozycji 2439 pz do 2689 pz (Region B). Reakcja sekwencjonowania potwierdziła 

obecność zmian w sekwencji nukleotydowej zarówno w Regionie A jak i Regionie B 

promotora genu EGLN1. Zmiany te występowały u 22 z 30 pacjentek z rakiem szyjki macicy, 

nie zaobserwowano ich w tkance kontrolnej. Zmiany w sekwencji nukleotydowej promotora 

genu EGLN1 oraz ich wpływ na miejsca wiązania się czynników transkrypcyjnych 

przedstawia Tabela 12. 
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Tabela 12. Pozycja mutacji oraz jej wpływ na miejsca wiązania się czynników transkrypcyjnych w sekwencji promotorowej genu EGLN1. 

Mutacje w tkankach nowotworowych pochodzących od 22 pacjentek 
Utrata miejsc wiązania się czynników transkrypcyjnych w 

Region A Region B 
 
P1 

 
C2395>G 

 
C2655>G 

 
T2664>C 

 
T2779>C 

   
Sp1 [163], H4TF1 [164] 

P2 C2436>G ∆C2669 ∆C2678 ∆C2690 C2728>G  myosin-specific factor [165] 
P4 insA2875      GCF [166], AP-2 [166] 
P5 ∆G2428 ∆C2690     GCF [166] 
P6 C2496>G insT2669     AP-2 [167], ETF [168], H4TF1 [164] 
P8 C-5830>A     Sp1 [169]  
P9 ∆C2429 insT2504 ∆C2669 ∆C2690   Sp1 [170] 
P10 ∆C-5335     Sp1 [169]  
P11 A2641>G ∆C2669 ∆GCCG2719    Sp1 [169] 
P13 C2536>G ∆C2690 ∆GGC2838 C2863>G   AP-2 [171], Sp1 [169] 
P14 ∆T2552 C2559>G G2809>A    UCE.2 [173] 
P15 ∆A-5710 ∆A-5293    LSF [172]  
P16 ∆A2438 C2545>G     UCE.2 [173] 
P17 C2755>G C2757>G C2800>A G2854>A  GATA factor [174]  
P18 C2806>A C2864>G     AP-2 [166] 
P19 T-5820>A     Sp1 [169]  
P20 C2620>G ∆C2690     AP-2 [166], Sp1 [175,176] 
P21 ∆C-5558     NF-Y [177]  
P23 C-5357>A G-5377>T    NF-Y [177]  
P24 ∆C2690 ∆C2699     Sp1 [169] 
P25 ∆G-5407     NF-Y [177]  
P27 A-5758>G ∆TC-5313    TFIID [178]  

 

“∆” − delecja 

“ins − insercja 

P1–P27 – pacjentki u których występowały zmiany w sekwencji promotora genu EGLN1 
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5. DYSKUSJA 

Rak szyjki macicy wykazuje kilka cech charakterystycznych, które wyróżniają go 

spośród innych nowotworów. Zdrowe komórki nabłonkowe szyjki macicy wykazują 

charakterystykę tkanki będącej w hipoksji [179-181], czego następstwem jest intensywny 

rozwój naczyń krwionośnych (waskularyzacja). Wzmożona waskularyzacja obserwowana jest 

już we wczesnych etapach rozwoju raka szyjki macicy, podczas gdy w przypadku innych 

nowotworów jest ona charakterystyczna dla zaawansowanych stopni klinicznych [180,182]. 

Zjawisko hipoksji obserwuje się w większości nowotworów [32,183,184] i jest ona 

następstwem zróżnicowanego poziomu natlenienia różnych fragmentów tkanki 

nowotworowej. Adaptacja tkanki do stanu hipoksji jest procesem złożonym związanym z 

regulacją ekspresji wielu genów regulujących metabolizm w warunkach niskiej zawartości 

tlenu oraz genów umożliwiających rozwój nowych naczyń krwionośnych w formującej się 

tkance nowotworowej [185]. 

W warunkach hipoksji komórki wydzielają szereg cytokin i czynników wzrostu, które 

indukują proliferację, migrację i formowanie się naczyń krwionośnych przez komórki 

śródbłonka [186]. Odpowiedź na hipoksję regulowana jest przede wszystkim przez aktywność 

czynnika transkrypcyjnego HIF-1 [187], który wpływa na ekspresję około 70 genów [92]. 

Białko HIF-1 może być również stabilizowane przez inne czynniki niezależne od hipoksji 

[92]. Co więcej, wielu autorów wykazało, iż podwyższony poziom HIF-1A obserwowany w 

wielu nowotworach może być związany z bardziej agresywnym fenotypem nowotworu [188-

191] a także może zwiększać odporność nowotworu na radioterapie i chemioterapie 

[192,193]. 

Szybka, ubikwityno zależna degradacja białka HIF-1A jest podstawowym 

mechanizmem regulującym jego poziom w warunkach normoksji. Spadające ciśnienie 

parcjalne tlenu wewnątrz tkanki odpowiada za obniżenie aktywności hydroksylaz 

prolinowych, w tym hydroksylazy EGLN1. Wynikiem narastającej hipoksji jest stopniowe 

obniżanie aktywności hydroksylazy EGLN1 [194], co przekłada się na stopniowy wzrost 

stabilizacji białka HIF-1A, ponieważ powinowactwo białka VHL do niehydroksylowanego 

HIF-1A jest niskie [103,116,195]. Hutchison i wsp. [196] and Haugland i wsp.[197] wykazali 

immunohistochemicznie statystyczną korelację pomiędzy wysokim poziomem HIF-1A a 

niskim pO2 w grupie odpowiednio 72 i 42 pacjentek z rakiem szyjki macicy. Podobna 

korelacja została opisana w raku głowy i szyi [198]. 
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Nadekspresja HIF-1A była wcześniej opisana w wielu innych guzach litych m. in. w 

raku żołądka [183], woreczka żółciowego [184], okrężnicy, piersi, płuc, skóry, jajników, 

trzustki, prostaty oraz w raku nerki [32]. Wysoki poziom białka HIF-1A był także opisywany 

w raku szyjki macicy ale tylko z wykorzystaniem metod immunohistochemicznych [181,199-

205] .W zdrowych komórkach nabłonkowych szyjki macicy występują śladowe ilości białka 

HIF-1A [179-181]. Stabilizacja i wzrost ilości białka HIF-1A obserwowane są wraz z 

progresją raka szyjki macicy. Fujimoto i wsp. [199] opisał istotną statystycznie korelację 

pomiędzy poziomem mRNA dla HIF-1A a stopniem rozwoju raka szyjki macicy. Podobne 

wyniki zaprezentował No i wsp. [200] analizując poziom białka HIF-1A w skrawkach 

parafinowych technikami immunohistochemii. Ilość białka HIF-1A była wyższa w tkankach z 

śródbłonkową neoplazją oraz w raku inwazyjnym w porównaniu do tkanek kontrolnych 

[200]. 

 

W niniejszej pracy po raz pierwszy poddano analizie metylację sekwencji 

promotorowej oraz poziom transkryptu i białka HIF-1A w grupie pacjentek z rakiem szyjki 

macicy oraz w grupie kontrolnej. Pierwszy raz analizowano także wzór metylacji oraz poziom 

transkryptu dla genu VHL. 

Wykazano, iż w tkance nowotworowej występuje istotny statystycznie, wyższy 

poziom transkryptów i białka dla HIF-1A oraz transkryptów dla genu VHL w porównaniu do 

tkanki kontrolnej. Po raz pierwszy wykazano także, iż sekwencje promotorowe obydwu 

genów nie są metylowane, co może sugerować brak regulacji ich ekspresji poprzez metylację 

DNA.  Podwyższona ekspresja genu VHL w tkance nowotworowej jest sprzeczna z danymi 

prezentowanymi w dotychczasowej literaturze. W przypadku raka nerki [206], szpiczaka 

mnogiego [207], raka trzustki [208], przewlekłej białaczki limfatycznej [209] i 

płaskonabłonkowego raka sromu [210] autorzy prac obserwowali obniżenie poziomu 

transkryptów genu VHL w tkance nowotworowej w porównaniu do tkanki kontrolnej. Wzrost 

ekspresji genu VHL obserwowany w raku szyjki macicy prawdopodobnie może być 

skorelowany ze wzrostem ekspresji genu HIF-1A. Analiza statystyczna wykazała pozytywną, 

istotną statystycznie, korelację Spearmana pomiędzy transkryptami HIF-1A i VHL. Renbaum 

i wsp. [211] jako pierwszy wykazał, iż w regionie 3’ UTR genu VHL znajduje się sekwencja 

HRE, z którą może wiązać się białko HIF-1. Z kolei Blagosklonny [212] wskazał na 

możliwość istnienia mechanizmu sprzężenia zwrotnego, w którym rosnący poziom białka 

HIF-1A aktywuje ekspresję genu VHL. Z kolei rosnący poziom ekspresji genu VHL wpływa 

na zmniejszenie ilości białka HIF-1A, co chroni komórkę przed wejściem w stan apoptozy. 
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Jednak bezpośrednich dowodów na indukcję ekspresji genu VHL przez białko HIF-1A 

dostarczyła praca Karhausen i wsp. [213]. Autor, wykorzystując linie komórkową raka szyjki 

macicy – HeLa, zidentyfikował funkcjonalne miejsce HRE w obrębie promotora genu VHL 

oraz wykazał bezpośrednie oddziaływanie czynnika transkrypcyjnego HIF-1 z tym miejscem. 

Co więcej autor wykazał istnienie mechanizmu sprzężenia zwrotnego, które powoduje 

samoregulację poziomu białka HIF-1A poprzez białko VHL [213]. Wyniki prezentowane w 

niniejszej pracy doktorskiej otrzymane z tkanek izolowanych od pacjentek potwierdzają 

wyniki uzyskane przez Blagosklonny’ego [212] oraz Karhausen i wsp. [213]. 

Funkcjonalna sekwencja HRE występuje także w sekwencji promotorowej 

hydroksylaz prolinowych. Pescador i wsp. [91] oraz Metzen i wsp. [90] jako pierwsi 

zidentyfikowali funkcjonalne HRE w sekwencji promotorowej genów hydroksylaz 

prolinowych EGLN3 i EGLN1. Podobnie jak w przypadku genu VHL obecność sekwencji 

HRE w promotorze hydroksylaz prolinowych związana jest z mechanizmem negatywnego 

sprzężenia zwrotnego regulującego poziom białka HIF-1A w czasie hipoksji. Henze i wsp. 

[214] wykazał wzrost ilości białka EGLN3 i EGLN1 w czasie hipoksji w komórkach 

ludzkiego glejaka, co chroniło komórki przed śmiercią wywołaną hipoksją. Również 

Ginouves i wsp. [135] obserwował akumulację hydroksylaz prolinowych w czasie hipoksji. 

Obserwacje te prowadził na liniach komórkowych raka piersi, okrężnicy, pierwotnych 

kulturach ludzkich fibroblastów i keratynocytów, na modelu zwierzęcym a także w ludzkim 

włókniakomięsaku. Akumulacja hydroksylaz była tu także związana z mechanizmem 

negatywnego sprzężenia zwrotnego regulującego ilość białka HIF-1A w czasie hipoksji. 

Mechanizm ten był również opisywany w pracach Berra i wsp. [105], Appelhoff i wsp. [115], 

D'Angelo i wsp. [128], Aprelikova i wsp. [130], Marxsen i wsp. [131], Minamishima i wsp. 

[215] oraz Qutub i Popel [216]. 

 

Analiza poziomu transkryptów i białka EGLN1 w tkance nowotworowej i kontrolnej 

wykazała istotnie statystycznie obniżenie jego ilości w raku szyjki macicy, pomimo braku 

metylacji sekwencji promotorowej genu. Brak tutaj również opisywanego przez innych 

autorów mechanizmu negatywnego sprzężenia zwrotnego limitującego poziom białka HIF-1A 

przez białko EGLN1. Obserwowane w niniejszej pracy doktorskiej obniżenie ekspresji genu 

EGLN1 w tkance nowotworowej można wyjaśnić analizując jego rejon promotorowy. 

Zdecydowana większość genów posiadających w rejonie promotora sekwencję HRE posiada 

także sekwencję HAS. Sekwencja ta zlokalizowana jest 8-9 nukleotydów powyżej lub poniżej 

sekwencji HRE i jest niezbędna do pełnej aktywacji ekspresji genu przez czynnik 
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transkrypcyjny HIF-1 [217]. Sekwencje nukleotydów w bezpośrednim sąsiedztwie sekwencji 

HRE mogą także wpływać na aktywację transkrypcji genu [92]. Co więcej do pełnej 

aktywacji ekspresji niezbędna jest obecność niezależnych od hipoksji czynników 

transkrypcyjnych takich jak ATF-1/CREB-1, AP-1 czy HNF-4 [39]. Jeżeli w sekwencji 

promotorowej wystąpią mutacje w rejonie sekwencji HRE, HAS lub miejsc wiążących 

czynniki transkrypcyjne, można się spodziewać ich negatywnego wpływu na zależną od 

czynnika transkrypcyjnego HIF-1 ekspresję genu EGLN1 [39]. 

Analiza sekwencji promotorowej genu EGLN1 wykazała obecność licznych mutacji 

zlokalizowanych w miejscach wiązania się czynników transkrypcyjnych do promotora [194]. 

Mutacje te występowały tylko w tkance nowotworowej, nie obserwowano ich w tkance 

kontrolnej. Analiza komputerowa wykazała, iż obecność wykrytych mutacji może wiązać się 

z utratą miejsc wiązania się wielu czynników transkrypcyjnych w obrębie promotora genu 

EGLN1. Występowanie licznych mutacji w sekwencji promotorowej genu EGLN1 może być 

bezpośrednią przyczyną obniżonej ekspresji tego genu w tkance nowotworowej w 

porównaniu z tkanką kontrolną [194]. W literaturze opisano również mutacje występujące w 

obrębie promotora genu EGLN1, u pacjentów z chorobą Vaqueza, u których występowały 

dodatkowo liczne guzy [218]. Wyniki prezentowane w niniejszej pracy doktorskiej oraz w 

pracach innych autorów mogą sugerować, iż nagromadzenie mutacji w promotorze genu 

EGLN1 prowadzi do obniżenia jego ekspresji, co może wpływać na progresję choroby 

nowotworowej. 

 

Negatywny wpływ na rozwój raka szyjki macicy ma także receptor CXCR4. Receptor 

ten wiąże hemokinę CXCL12 i aktywuję wewnątrzkomórkową ścieżkę sygnalizacyjną, która 

promuje proliferację i migrację komórek nowotworowych [73]. Gen CXCR4 ulega ekspresji 

w licznych tkankach takich jak szpik kostny, limfocyty T, śledziona, grasica, węzły chłonne, 

przysadka mózgowa, nadnercza [219]. Ekspresja tego genu obserwowana jest także w 

licznych komórkach nowotworowych w tym w raku jajnika, piersi, płuc, prostaty, żołądka, 

okrężnicy, nerek, mózgu, tarczycy, wątroby, trzustki, przełyku, jamy ustnej, czerniaku, szyjce 

macicy i białaczce [219]. Analiza komputerowa wykazała, iż gen ten posiada liczne wyspy 

CpG zlokalizowane w sekwencji promotorowej. Może to sugerować potencjalną regulację 

epigenetyczną jego ekspresji. Wyniki dotyczące ekspresji genu CXCR4 w tkance 

nowotworowej pozostają sprzeczne. Chick i Szyf [220] oraz Ateeq i wsp. [221] wykazali, iż 

użycie 5’-aza-2’-deoksycytozyny (5-aza-CdR) powoduje demetylację sekwencji 

promotorowej genu CXCR4, która prowadzi do indukcji jego ekspresji w liniach 
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komórkowych raka piersi MCF-7 i ZR-75-1. Z kolei Dejeux i wsp. [222] przeprowadzili 

analizę metylacji sekwencji promotorowej genu CXCR4 na materiale klinicznym 

pochodzącym od 6 zdrowych kobiet oraz 163 pacjentek z zaawansowanym rakiem piersi. 

Analiza ta wykazała całkowity brak metylacji genu CXCR4 zarówno w grupie kontrolnej jak i 

u pacjentek z zaawansowanym rakiem piersi. Przybylski i wsp. [223] oraz Sato i wsp. [224] 

analizowali wzór metylacji oraz ekspresję genu CXCR4 w raku trzustki. Przybylski i wsp. 

[223] wykorzystując linie komórkową AsPC1 z nokautowanymi genami dla DNMT1 oraz 

DNMT3B wykazał, iż obniżenie ekspresji metylotransferaz związane jest z demetylacją 

promotora genu CXCR4 oraz wzrostem jego ilości na poziomie transkryptu i białka. Sato i 

wsp. [224] porównał wzór metylacji sekwencji promotorowej CXCR4 w tkance nabłonkowej, 

pierwotnych gruczolakorakach trzustki oraz liniach komórkowych raka trzustki. Metylacja 

sekwencji promotorowej występowała tylko w tkance nowotworowej oraz w liniach 

komórkowych raka trzustki [224]. Metylacja sekwencji promotorowej była także opisana w 

linii komórkowej gruczolakoraka endometrium Ishikawa ER+ [225], w komórkach czerniaka 

[226] oraz w materiale pochodzącym od pacjentów z metaplazją szpikową [227]. Aktywność 

CXCR4 była również analizowana w raku szyjki macicy jednakże tylko z wykorzystaniem 

technik immunohistochemii. Kodoma i wsp. [228] analizował poziom białka CXCR4 w 

tkankach pochodzących od 174 pacjentek z rakiem szyjki macicy zakwalifikowanych do 

stopnia zaawansowania klinicznego IB-IIB. Autor sugeruje, iż podwyższona ilość białka 

CXCR4 może być skorelowana z przerzutami do węzłów chłonnych, a sama ilość białka 

CXCR4 może być wykorzystana jako marker świadczący o złym rokowaniu dla pacjentek z 

rakiem szyjki macicy. Podobne wyniki opublikował Zhang i wsp. [229]. Autor sugeruje, iż 

podwyższona ilość białka CXCR4, analizowana immunohistochemicznie w 35 tkankach 

pochodzących od pacjentek z płaskonabłonkowym rakiem szyjki macicy, może być związana 

z przerzutami komórek nowotworowych do węzłów chłonnych. Yang i wsp. [230] wykazał, iż 

wysoki poziom białka CXCR4 związany jest z proliferacją i migracją komórek 

gruczolakoraka szyjki macicy. Dodatkowo komórki nowotworowe, w których występuje duża 

ilość białka CXCR4 wykazują tendencję do tworzenia przerzutów do węzłów chłonnych 

[230]. Z kolei Rein i wsp. [231] wykorzystując selekcjonowane komórki z pierwotnych 

nowotworów, komórki nienowotworowe jak i różne linie raka szyjki macicy wykazał 

aktywność promotora genu CXCR4 tylko w pierwotnych liniach komórkowych oraz w liniach 

nowotworowych raka szyjki macicy, przy czym aktywność ta była bardzo niska [231]. 
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Wyniki prezentowane w pracy doktorskiej wskazują na statystycznie istotny, wyższy 

poziom transkryptów genu CXCR4 w pierwotnym zaawansowanym raku szyjki macicy w 

porównaniu do tkanki kontrolnej. Zwiększoną ekspresję genu CXCR4 w raku szyjki macicy 

można wytłumaczyć analizując strukturę promotora tego genu. Staller i wsp. [73] wykazał iż 

HRE zlokalizowany w pozycji -1,3 kpz od miejsca startu transkrypcji jest kluczowy dla 

indukcji ekspresji genu CXCR4 przez czynnik transkrycyjny HIF-1. Co więcej miejsce to 

znajduje się w rejonie, w którym występują liczne wyspy CpG, co może świadczyć o 

potencjalnej epigenetycznej regulacji ekspresji tego genu. Jednakże wyniki analizy metylacji 

sekwencji promotorowej genu CXCR4 prezentowane w niniejszej pracy wskazują na 

potencjalny brak epigenetycznej regulacji jego ekspresji w pierwotnym, zaawansowanym 

raku szyjki macicy. Analiza sekwencji promotorowej w tkance nowotworowej jak i kontrolnej 

wykluczyła obecność metylacji wysp CpG w analizowanym fragmencie promotora [232]. 

 Jako pierwszy bezpośrednich dowodów na regulację ekspresji genu CXCR4 przez 

białko HIF-1A dostarczył Tang i wsp. [233]. Wykorzystując transfekowaną linię komórkową 

raka szyjki macicy − SiHa, autor wykazał że nadekspresja czynnika HIF-1A powoduję 

nadekspresję CXCR4, co wpływa bezpośrednio na proliferację i migrację komórek raka 

szyjki macicy [233]. Wyniki prezentowane w pracy Łuczak i wsp. [232] również wskazują na 

istotną statystycznie wyższą ekspresję genu CXCR4 w tkance nowotworowej w porównaniu 

do tkanki kontrolnej. Ekspresja ta może być bezpośrednio związana z wysokim poziomem 

białka HIF-1A w tkance nowotworowej [234], które może bezpośrednio wpływać na 

ekspresję genu CXCR4. Założenie to potwierdza analiza korelacji Spearmana pomiędzy HIF-

1A oraz CXCR4 [232], ponieważ pomiędzy obydwoma analizowanymi genami występuje 

pozytywna, istotna statystycznie korelacja. Dlatego też wyniki prezentowane w niniejszej 

rozprawie doktorskiej po raz pierwszy potwierdzają wyniki prezentowane przez Tang i wsp. 

[233]. 

DNMT3A należy do rodziny de novo metylotransferaz, i ulega zróżnicowanej 

ekspresji w czasie rozwoju embrionalnego [235-237]. Nie udało się dotychczas poznać 

wszystkich funkcji DNMT3A. Wiadomo, iż embriony mysie pozbawione genu DNMT3A 

rozwijają się prawidłowo, jednakże umierają wkrótce po urodzeniu [238]. Związek pomiędzy 

ekspresją genu DNMT3A a rozwojem procesu nowotworowego jest wciąż w dużej mierze 

nieznany. Deng i wsp. [239] wykorzystując siRNA-DNMT3A wykazał na modelu mysim, iż 

zahamowanie ekspresji genu DNMT3A powoduje zahamowanie wzrostu i przerzutów 

czerniaka. Podwyższona ekspresja genu DNMT3A w tkance nowotworowej w porównaniu do 
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tkanki kontrolnej opisana została w pierwotnym raku jelita grubego [240], raku 

płaskonabłonkowym jamy ustnej [241] oraz w retinoblastomie [242]. Wyniki prezentowane w 

niniejszej pracy doktorskiej potwierdzają nadekspresję genu DNMT3A w tkance pochodzącej 

z raka szyjki macicy w porównaniu do tkanki kontrolnej. Jako pierwszy dowodów 

świadczących o udziale metylotransferazy DNMT3A w metylacji DNA w czasie 

kancerogenezy dostarczył Zhao i wsp. [243]. Autor zaobserwował podwyższoną ekspresję 

genu DNMT3A w liniach komórkowych oraz w tkankach raka wątroby. Wyłączenie ekspresji 

genu DNMT3A w linii raka wątroby SMMC-7721 spowodowało wzrost ekspresji 153 genów, 

z których 91 posiadało wyspy CpG w rejonie promotora [243]. W grupie tej znalazło się aż 13 

genów zaliczanych do kluczowych stresorów transformacji nowotworowej kontrolujących 

proliferację i cykl komórkowy [243]. Jednakże najnowszych danych dotyczących wpływu 

metylotransferaz, w tym rożnych izoform genu DNMT3A na regulację epigenetyczna 

ekspresji wielu genów dostarcza praca Choi i wsp. [244]. 

Ekspresja genów metylotransferaz DNMT1 [245] i DNMT3B [246] jest niezwykle 

istotna dla procesu kancerogenezy. Nadekspresja obydwu genów była wielokrotnie 

opisywana w licznych nowotworach [247]. W przypadku raka szyjki macicy opisano 

dotychczas, wykorzystując techniki immunohistochemii, jedynie ilość białka DNMT1. 

Sawada i wsp. [248] opisał ilość białka DNMT1 w zdrowych komórkach szyjki macicy, 

dysplazjach stopnia I, II oraz III, a także w płaskonabłonkowym raku szyjki macicy. Autor 

zaobserwował korelację pomiędzy wzrostem ilości białka DNMT1, a stopniem 

zaawansowania raka szyjki macicy z maksimum wzrostu w przypadku raka inwazyjnego. 

Autor zasugerował również, iż podwyższona ilość białka DNMT1 jest związana z bardzo 

wczesnymi etapami raka szyjki macicy, ponieważ ekspresja genu DNMT1 może być 

stymulowana przez białka E6 i E7 wirusa HPV-16. Yeung i wsp. [249] opisał stymulację 

ekspresji genu DNMT1 przez białko E6 wirusa HPV-16 w liniach komórkowych raka szyjki 

macicy, natomiast Burgers i wsp. [250] wykazał bezpośrednie oddziaływanie białka E7 

wirusa HPV16 z białkiem DNMT1 na modelu in vitro [250]. Brak natomiast jakichkolwiek 

danych o ekspresji genu DNMT3B w raku szyjki macicy, zarówno na poziomie transkryptu 

jak i białka. Wyniki prezentowane w niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy porównują 

ekspresję metylotransferazy DNMT3B na poziomie transkryptów w tkance nowotworowej i 

kontrolnej w raku szyjki macicy. Uzyskane wyniki badań wskazują, iż tkanka nowotworowa 

wykazuje istotnie statystycznie wyższą ekspresję DNMT3B a także DNMT1 w porównaniu 

do tkanki kontrolnej. 
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6. WNIOSKI 

1. W zaawansowanym, pierwotnym płaskonabłonkowym raku szyjki macicy 

zwiększona ilość transkryptów i białka HIF-1A w porównaniu do tkanki kontrolnej, może 

wpływać na obserwowany w tkance nowotworowej wzrost ilości transkryptów dla genów 

VHL i CXCR4. Nie wpływa natomiast na ilość transkryptów i białka EGLN1. 

2. Wzrost ekspresji genu VHL towarzyszący wzrostowi ilości białka HIF-1A w 

komórce nowotworowej, może być czynnikiem uniemożliwiającym komórce nowotworowej 

wejście w stan apoptozy. 

3. Obniżona ilość transkryptów i białka EGLN1 w tkance nowotworowej oraz brak 

opisywanego przez innych autorów mechanizmu sprzężenia zwrotnego pomiędzy HIF-1A a 

EGLN1 związany jest z występowaniem licznych mutacji w obrębie miejsc wiązania się 

czynników transkrypcyjnych w sekwencji promotorowej genu EGLN1. 

4. Pomimo obecności „wysp” CpG w sekwencji promotorowej genów EGLN1, HIF-

1A, VHL i CXCR4 oraz obserwowanego wzrostu ilości transkryptów dla metylotransferaz 

DNA (DNMT3A, DNMT3B i DNMT1) w tkance nowotworowej, żaden z analizowanych 

genów (EGLN1, HIF-1A, VHL i CXCR4) nie jest regulowany poprzez metylację DNA. 
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7. STRESZCZENIE 

Kancerogeneza jest złożonym procesem, w który zaangażowany jest szereg 

czynników zarówno genetycznych jak i epigenetycznych. Umożliwiają one komórkom 

nowotworowym nabycie nowych cech, przez co komórki rakowe stają się odporne na 

działanie inhibitorów wzrostu, nabywają nieograniczony potencjał replikacyjny oraz cechuje 

je inwazyjność i zdolność do tworzenia przerzutów. 

Rak szyjki macicy wykazuje kilka cech charakterystycznych, które wyróżniają go 

spośród innych nowotworów. Zdrowe komórki nabłonkowe szyjki macicy wykazują 

charakterystykę tkanki będącej w hipoksji. Zjawisko hipoksji obserwuje się w większości 

nowotworów i jest ona następstwem niskiego poziomu natlenienia tkanki nowotworowej. 

Kluczowym elementem związanym z adaptacją organizmu do niskiego stężenia tlenu jest 

czynnik indukowany hipoksją – HIF. HIF jest heterodimerycznym czynnikiem 

transkrypcyjnym składającym się z jednej z 3 wrażliwych na stężenie tlenu podjednostek α 

oraz z wspólnej, ulegającej konstytutywnej ekspresji podjednostki β. Czynnik ten reguluje 

ekspresję około 70 genów posiadających w swojej sekwencji promotorowej element 

odpowiedzi na hipoksję (HRE). Jednym z genów posiadających sekwencję HRE w obrębie 

promotora jest CXCR4. Gen ten, podobnie jak EGLN1, HIF-1A i VHL może być również 

regulowany poprzez metylację DNA ponieważ posiada w obrębie sekwencji promotorowej 

„wyspy” CpG. Za metylację DNA odpowiedzialne są metylotransferazy DNA, do których 

zaliczmy DNMT3A, DNMT3B i DNMT1. 

 Celem niniejszej rozprawy doktorskiej było porównanie ekspresji wybranych genów 

zaangażowanych w proces hipoksji pomiędzy tkanką nowotworową raka szyjki macicy a 

tkanką kontrolną. Podjęto także próbę określenia regulacji ich ekspresji (genetyczna, 

epigenetyczna) oraz skorelowano ekspresję genu HIF-1A z ekspresją genów zaangażowanych 

w proces hipoksji i progresję nowotworu. 

 W celu realizacji wyżej opisanych założeń analizowano poziom transkryptów dla 

genów EGLN1, HIF-1A, VHL, CXCR4, DNMT3A, DNMT3B i DNMT1 oraz ilość białka 

EGLN1 i HIF-1A w tkankach nowotworowych (n=30) i w grupie kontrolnej (n=30). 

Przeprowadzono także reakcję sekwencjonowania regionu promotorowego genu EGLN1 oraz 

analizowano wzór metylacji DNA sekwencji promotorowej genów EGLN1, HIF-1A, VHL i 

CXCR4.  

Analiza Real-time PCR i Western Blot wykazała istotny statystycznie niższy poziom 

transkryptów (p=0,0005) i białka (p=0,0023) EGLN1 w tkance nowotworowej w porównaniu 
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do tkanki kontrolnej. Zmniejszona ekspresja genu EGLN1 związana była z występowaniem 

licznych mutacji, które prawdopodobnie uniemożliwiały wi ązanie się czynników 

transkrypcyjnych w sekwencji promotorowej badanego genu. 

Analiza poziomu transkryptów genów HIF-1A, VHL, CXCR4, DNMT3A, DNMT3B i 

DNMT1 wykazała z kolei wzrost ich ilości w tkance nowotworowej w porównaniu do 

kontrolnej (odpowiednio p<0,0001, p=0,0042, p=0,0058, p=0,0163, p=0,0003 and p<0,0001). 

W tkance nowotworowej obserwowano także wyższy poziom białka HIF-1A w porównaniu 

do tkanki kontrolnej (p=0,0037). 

Pomimo występowania „wysp” CpG w sekwencji promotorowej genów EGLN1, HIF-

1A, VHL i CXCR4 analiza wzoru metylacji wykluczyła regulację ich ekspresji poprzez 

metylację DNA.  

Korelacja ekspresji genu HIF-1A z ekspresją genów zaangażowanych w proces 

hipoksji i progresję nowotworu wykazała, iż może on wpływać na ekspresję CXCR4 

(korelacja Spearman’a =0,445; p=0,0141) u pacjentek z pierwotnym, zaawansowanym rakiem 

szyjki macicy. 

Wykazano także występowanie mechanizmu sprzężenia zwrotnego, w którym HIF-1A 

może sam regulować poziom własnego białka poprzez wpływ na ekspresję genu VHL 

(korelacja Spearman’a =0,515; p=0,003). Rosnący poziom ekspresji VHL zmniejsza ilości 

białka HIF-1A co chroni komórkę przed wejściem w stan apoptozy. 
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8. SUMMARY 

The development of cervical cancer is determined by genetic and epigenetic factors 

which result in the persistence of a malignant phenotype. Moreover cervical cancer exhibits 

some unique differences from other solid tumors. Normal cervical stratified epithelia has 

characteristics of hypoxic tissue. Low level of oxygen (hypoxia) induces HIF-1 (hypoxia-

inducible factor-1) transcription factor, which is a heterodimer composed of constitutively 

expressed β subunit and a hypoxia-inducible  α-subunit. HIF-1A targets the transcription of 

over 70 genes involved in many aspects of cancer biology. In well-oxygenated environments, 

the HIF-1A subunit is post-translationally hydroxylated by EGLN1. Further pVHL may bind 

to HIF-1A and target it for proteosomal degradation. Under hypoxic stress, proline 

hydroxylase (EGLN1) activity is diminished, and stabilized form of HIF-1A is involved in the 

activation of tissue response to hypoxia. One of the genes, which could be induced by HIF-1A 

is CXCR4. This gene as well as EGLN1, HIF-1A and VHL could be potentially epigenetically 

regulated by methylation of CpG dinucleotides located in the promoter region. DNA 

methylation is catalyzed by DNA methyltransferases (DNMT3A, DNMT3B and DNMT1). 

I examined the EGLN1, HIF-1A, VHL, CXCR4, DNMT3A, DNMT3B and DNMT1 

transcript levels and EGLN1 as well as HIF-1A protein levels in cancerous tissue (n=30) and 

non-cancerous, normal uterine cervical tissue (n=30) from a Polish cohort. Moreover single 

point mutations of EGLN1 and methylation status of EGLN1, HIF-1A, VHL and CXCR4 

promoter regions in cancerous and normal tissue samples have been analyzed.  

Real-time PCR and Western Blot analysis showed significantly lower levels of 

EGLN1 transcript (p=0.0005) and protein (p=0.0023) in cancerous tissues compared to 

corresponding normal uterine cervical tissue. Decreased EGLN1 transcript and protein levels 

were associated with the presence of single point mutations in promoter region of this gene. 

Sequencing analysis showed an accumulation of mutations in promoter regions of EGLN1 in 

advanced cervical cancer specimens. Moreover, computer analysis of these mutations 

revealed a loss of transcription factors binding sites. 

In addition to that I observed significantly higher levels 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 protein (p=0.0037) levels in cancerous 

tissue compared to normal uterine cervical tissue. DNA methylation alternation between 

cancerous and control tissue were not observed in the EGLN1, HIF-1A, VHL and CXCR4 

promoter regions. 
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CXCR4 and VHL posses a functional hypoxia response element (HRE) within the 

promoter region. To best of my knowledge, this is the first report concerning induction of 

CXCR4 gene expression by HIF-1A (Spearman correlation coefficient=0.445, p=0.0141) in 

patients with primary advanced uterine cervical carcinoma. These findings may also suggest 

that HIF-1A could promote its own degradation by the induction of VHL gene expression 

(Spearman correlation coefficient=0.515, p=0.003). This may imply the presence of negative 

feedback pathway during hypoxia to regulate the cell-specific oxygen threshold for HIF-1A 

activation. 
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9. WYKAZ SKRÓTÓW  

AP-1 − czynnik transkrypcyjny (ang. activator protein 1) 

AP-2 − czynnik transkrypcyjny AP-2 alfa(ang. transcription factor AP-2 alpha) 

ARNT  − białko jądrowe ARNT (ang. aryl hydrocarbon nuclear translocator) 

ATF-1 − czynnik transkrypcyjny (ang. activating transcription factor 1) 

BCA − metoda pomiaru stężenia białek z zastosowaniemz kwasu bis-cynchoninowego  

           (ang. bicinchoninic acid assay) 

bHLH  − struktura helisa-skręt-helisa (ang. basic helix-loop-helix) 

CIN  − wewnątrznabłonkowa neplazja szyjki macicy (łac. cervical intraepithelial neoplasia) 

cMyc − białko protoonkogenowe myc (ang. myc proto-oncogene protein) 

CMV  − cytomegalowirus (ang. human herpesvirus) 

CREB1 − czynnik transkrypcyjny (ang. cAMP responsive element binding protein 1) 

CXCR4 − receptor chemokiny 4 (ang. chemokine (C-X-C motif) receptor 4) 

CTAD  − C-terminalna domena transaktywacyjna (ang. C-terminal transactivation domain) 

DNMT  − DNA metylotransferaza (ang. DNA (cytosine-5-)-methyltransferase) 

EBV − wirus Epsteina-Barr (ang. Epstein-Barr virus) 

EGLN  − hydroksylaza prolinowa dla HIF (ang. HIF prolyl hydroxylase) 

E2F − czynnik transkrypcyjny (ang. E2F transcription factor) 

E6−−−−AP − białko związane z białkiem E6 (ang. cellular E6−associated protein) 

FIGO  − Międzynarodowa Federacja Ginekologii i Położnictwa (ang. International 

             Federation of Gynecology and Obstetrics) 

HAS − sekwencja pomocnicza dla HIF-1 (ang. HIF-1 Ancillary Sequence) 

HIF  − czynnik indukowany hipoksją (ang. Hypoxia Inducible Factor) 

HIV  − wirus niedoboru odporności (ang. human immunodeficiency virus) 

HMBS − syntaza hydroksymetylenobilanowa (ang. hydroxymethylbilane synthase) 

HPV − wirus brodawczaka ludzkiego (ang. human papilona virus) 

HRE − element odpowiedzi na hipoksję (ang. Hipoxia Respond Element) 

HSLI  − zmiana śródnabłonkowa dużego stopnia (ang. high grade squamous intraepithelial  

           lesion) 

HSV2 − wirus opryszczki typu 2 (ang. herpes simplex virus 2) 

IPTG  − izopropylotiogalaktozyd 

kpz − kilo par zasad 
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lacZ − podjednostka alfa enzymu β–galaktozydazy (ang. beta-D-galactosidase) 

LINEs  − długie rozproszone sekwencje jądrowe (ang. long interspersed nuclear elements) 

LSIL  − zmian śródnabłonkowa niskiego stopnia (ang. low grade squamous intraepithelial  

            lesion) 

MBD  − białko zwierające domenę wiążącą m5CpG (ang. m5CpG binding domain proteins) 

MeCP − białko wiążące metylowany dinukleotyd CG (ang. m5CpG binding protein) 

NFκκκκB – czynnik jądrowy κB (ang. nuclear factor κB) 

NTAD  − N-terminalna domena transaktywacyjna (ang. N-terminal transactivation domain) 

ODD − zależna od tlenu domena degradacyjna (ang. oxygen-dependent degradation domain) 

PH-4 − hydroksylza prolinowa (ang. prolyl 4-hydroxylase) 

PVDF − membrana z polifluorku winylidenu  

pz − par zasad 

TSG − gen supresorowy transformacji nowotworowej (ang. Tumor Suppressor Gene) 

VHL  − supresor transformacji nowotworowej VHL (ang. von Hippel-Lindau tumor  

            suppressor) 

X-Gal − 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galaktopiranozyd 

5-aza-CdR – 5’-aza-2’-deoksycytozyna 
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