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2 - Wykaz skrétow i akroniméw

6-karboksyfluoresceina,

6-FAM rodzaj fluoroforu
A (nukleotyd) ang. adeninine adenina
ACA ang. anti-cardiolipin przeciwciata
antibodies antykardiolipinowe
ACTB ang. beta-actin beta-aktyna
ang. anti-nuclear o o
ANA antibodies przeciwciata przeciwjadrowe
B2M ang. B2 microglobulin beta-2-mikroglobulina
ang. Basic Local algorytm stuzacy ocenie
BLAST Alignment Search dopasowania sekwencji
Tool oligonukleotydowych
C (nukleotyd) ang. cytosine cytozyna
komplementarny DNA,
cDNA ang. complementary DNA uzyskany poprzez odwrotng
transkrypcje mRNA
Cp ang. crossing point punkt przeciecia
Ct ang. cycle threshold prog cyklu
CTGF ang.connective tissue czynnik wzrostu tkanki
growth factor tgcznej
DEPC ang. diethylpyrocarbonate dietylopiroweglan
DM ang. deep morphea postac gteboka morfei
DNA ang. deoxyribonucleic acid kwas deoksyrybonukleinowy
DNAza ang. DNAse enzym degradujacy DNA
enzym hydrolizujacy
dUTPaza ang. dUTPase trifosforan deoksyurydyny do
monofosforanu
deoksyurydyny
E (aminokwas) kwas glutaminowy
ang. ethylenediamine- kwas

EDTA

tetraacetic acid

(etylenodinitrylo)tetraoctwy,
wersenowy, edetynowy

11



ang

enzyme-linked
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technika immunoabsorpcji

ELISA immunosorbent :
enzymatycznej
assay
retrowirusowy gen kodujacy
env ang. envelope biatka otoczki
jeden ze starteréw w PCR,
F (starter) ang. forward nazywany wiodacym,
przednim, badz lewym
FE tac. fascitis eosinophilica eozyno_ﬂlowe zapalenie
powiezi
FGF ang. fibroblast growth czynnik wzrostu fibroblastow
factor
ang. Forster/fluorescence fbérsterowskie/
FRET resonance energy fluorescencyjne rezonansowe
transfer przeniesienie energii
G (nukleotyd) ang. guanine guanina
G6PD ang. glucose-6-phosphate dehydrogenaza
dehydrogenase glukozo-6-fosforanowa
3 ang. group-specific retrowirusowy gen kodujacy
gag antigen biatka strukturalne
ang. glyceraldehyde-3- )
dehydrogenase 9 Y 9
GM ang. generalized morphea postac_ klasyczna uogolnione;
morfei
GUSB ang. beta-glucuronidase  beta-glukuronidaza

H (aminokwas)

histydyna

ang. human chorionic ludzka gonadotropina
hCG ) p
gonadotropin kosmowkowa
HED-2 ang. human epithelial linia hodowlanych ludzkich
P type 2 komoérek raka krtani
HERV ang. human endogenous ludzkie endogenne
retroviruses retrowirusy
ang. human .- ludzki wirus niedoboru
HIV immunodeficiency .
. odpornosci
virus
HML ang. human MMTV-like ludzkie MMTV-podobne

12
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Hpall tac. Haemophilus enzym restrykcyjny o
P parainfluenzae II aktywnosci 5' C|CGG 3'
ang. hypoxanthine- fosforybozylotransferaza
HPRT guanine phospho- : ybozy ]
. hipoksantynowo-guaninowa
ribosyltransferase
K (aminokwas) lizyna
kDa kilodalton, kD
LM ang. linear morphea postac linijna morfei
ang. Localized wskaznik rozlegtosci,
LoSSI Scleroderma Severity nasilenia i aktywnosci zmian
Index skornych w morfei
LS ang. localized scleroderma twardzina ograniczona
LTR ang. long terminal repeats dtugie powtodrzenia koncowe
fr.  morphea en coup de posta¢ morfei typu ciecia
MCDS
sabre szablg
MEP fr.  morphea en plagues odmiana plackowata morfei
ang. major . ;.
MHC histocompatibility gtowny uk_’rad zgodnosci
tkankowej
complex
MMTV ang. mouse mammary mysi wirus guza sutka
tumor virus
MRNA ang. messenger RNA matrycowy RNA
. enzym restrykcyjny o
MspI tac. Moraxella species I aktywnosci Hpall
ang. multiple sclerosis- wirus zwigzany ze
MSRV ; . . .
associated virus stwardnieniem rozsianym
ang. no reverse reakcja PCR na matrycy
no-RT PCR transcription/ RNA, bez przeprowadzenia
transcriptase PCR odwrotnej transkrypcji
ORF ang. open reading frames otwarte ramki odczytu
PBGD ang. Zorph_ob//mogen deaminaza porfobilinogenu
eaminase
ang. peripheral blood jednojadrzaste komoérki krwi
PBMC .
mononuclear cells obwodowej
PBS ang. phosphate buffered  sél fizjologiczna buforowana

saline

fosforanami

13
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PCR ang. polymerase chain tancuchowa reakcja
reaction polimerazy
PDGF ang. plateled-derived ptytkopochodny czynnik
growth factor wzrostu
PEH ang. progressive facial postepujacy zanik potowiczy
hemiatrophy twarzy
PGK1 ang. phosphoglycerate kinaza
kinase 1 fosfoglicerynianowa 1
retrowirusowy gen kodujacy
pol ang. polymerase odwrotng transkryptaze
fragment DNA, lub
oligonukleotyd,
charakteryzujacy sie
. obecnoscig wytacznie tyminy,
poli(dT) ang. poly(dT) komplementarny do
fragmentow
syntetyzowanych w trakcie
poliadenylacji
PSORS1 ang. psoriasis locus podatnosci na
susceptibility 1 tuszczyce 1
UC19 ang. plasmid - University rodzaj plazmidowego
P of California 19 wektora genetycznego
gPCR ang. quantitative PCR ilosSciowa PCR

R (aminokwas)

arginina

jeden ze starteréw w PCR,

R (starter) ang. reverse nazywany wstecznym,
odwrotnym, badz prawym

RNA ang. ribonucleic acid kwas rybonukleinowy
RNAza ang. RNAase enzym degradujacy RNA
rpm ang. ;fi;czll;/et/ons per obroty na minute
. wspotczynnik korelacji rang
° Spearmana

ang. reverse transcriptase PCR z uzyciem odwrotnej
RT-PCR

PCR transkryptazy

Scl-70 ang. scleroderma - 70 antygen o masie 70 kDa,

kDa

zwigzany z twardzing
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2 - Wykaz skrétow i akroniméw

SNP ang. single nucleotide polimorfizm pojedynczego
wymowa: snip polymorphism, nukleotydu
T (nukleotyd) ang. thymine tymina
. gatunek bakterii
Tag tac. Thermus aquaticus termostabilnych
TBP ang. TATA-binding protein biatko wigzace sie z TATA
ang. transforming growth transformujacy czynnik
TGF-B
factor beta wzrostu beta
Th ang. T-helper T-pomocniczy
ang. tissue inhibitors of tkankowe inhibitory
TIMP . .
metaloproteinases metaloproteinaz
tRNA ang. transfer RNA g;zsportumcy (transferowy)
U (nukleotyd) ang. uracil uracyl
UNG ang. uracil N-glycosylase uracylo-N-glikozylaza
ang. vascular endothelial czynnik wzrostu $rédbtonka
VEGF ,
growth factor naczyn
W (aminokwas) tryptofan
WSp. wspotpracownicy
Uwagi:

W niniejszej pracy nazwy gendw pisane sg kursywg, natomiast
odpowiadajgce im nazwy biatek badz powielanych sekwencji
oligonukleotydowych tekstem niepochytym. Nazwy ludzkich gendw, biatek
i sekwencji oligonukleotydowych pisane s z duzej litery, natomiast
pochodzenia retrowirusowego z matej. Nazwy witasne produktéow

komercyjnych nie sg ujete w powyzszym wykazie.
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3 - Wprowadzenie

3. Wprowadzenie

3.1 Morfea - twardzina ograniczona

3.1.1 Charakterystyka choroby

Morfea, zwana takze twardzing ograniczong (localized scleroderma
- LS), jest rzadko wystepujaca chorobg, ktérej gtdwnym objawem jest
nadmierne wtdknienie skéry, prowadzace do jej stwardnienia. Choroba
zaliczana jest do grupy chordb tkanki tgcznej. Jej zasieg ograniczony jest
w zasadzie tylko do skory i struktur przylegajacych, w odrdznieniu od
twardziny uktadowej, ktéra charakteryzuje sie zajeciem organow
wewnetrznych, obecnoscig objawu Raynauda i zdecydowanie gorszym
rokowaniem [Gupta RA, Fiorentino D 2007]. Etiologia morfei jest
nieznana, chociaz postuluje sie jej autoimmunizacyjny charakter [Kreuter
A i wsp. 2009]. Pomimo ze zarowno morfea jak i twardzina uktadowa
charakteryzujg sie nadmiernym witdknieniem, w ostatnim czasie sugeruje
sie, iz wywotane sg one innymi mechanizmami molekularnymi [Takehara
K, Sato S. 2005][Gupta RA, Fiorentino D 2007].

Chociaz w fagodniejszych, lecz zdecydowanie czestszych postaciach
choroby obserwuje sie zazwyczaj tylko zaburzenia natury estetycznej, w
ciezszych odmianach widknienie skéry moze powodowal powazniejsze
konsekwencje, takie jak na przyktad ograniczong ruchomos¢ stawéw, czy
tez skrocenie dlugosci konczyny [Schanz S i wsp. 2011]. Pomimo
generalnie niewielkich obcigzen, pacjenci czesto skarzg sie na
pogorszenie jakosci zycia [Kroft EB i wsp. 2009].

Intensywnos¢ badan nad etiopatogeneza morfei, gidwnie z powodu
dobrego rokowania, nie wydaje sie duza. Prowadzone sg jednak pewne
badania majgce na celu wyjasnienie problematyki widknienia. [Denton
CP, Abraham DJ 2004 ][Tomimura S i wsp. 2008][Zulian F 2008].
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3.1.2 Terminologia

Terminy ,morfea” oraz ,twardzina ograniczona” stosowa¢ mozna
zamiennie. Ze wzgledu na obiektywne réznice pomiedzy morfeg a
twardzing uktadowq, sugeruje sie stosowanie terminu ,morfea” zamiast
~twardzina ograniczona” [Christen-Zaech S 2008]. Sugestia ta wynika
rowniez ze sposobu, w jaki osoby zainteresowane wyszukujg informaciji o
chorobie w Internecie. ,Twardzina”, bedaca tutaj stowem kluczowym,
kieruje uzytkownikdbw na niekoniecznie uzyteczne, lecz budzace
zdecydowanie wiekszy niepokdj, informacje dotyczace twardziny
uktadowej. Poniewaz zastosowanie terminu ,morfea” ma mie¢ z zatozenia
nie tylko charakter stricte medyczny, lecz réwniez potoczny, w niniejszej
pracy wyraz ten celowo odmieniany jest przez przypadki. Identyczng
terminologie  spotyka sie rowniez w polskim piSmiennictwie
[Danczak-Pazdrowska A 2011].

3.1.3 Podziat

Morfea, pomimo niewielkiej chorobowosci, nie jest jednostkag
jednorodng i wyrdézni¢ mozna kilka istotnych postaci. Obecnie najczesciej
stosowany jest podziat z 1995 roku autorstwa Petersona i wsp. wraz z
poprawkami zaproponowanymi przez Kreutera i wsp. [Peterson LS i wsp.
1995][Kreuter A i wsp. 2009]. Klasyfikacja ta obejmuje nastepujace
podjednostki:

— postac ograniczong, w sktad ktérej wchodza:
+ odmiana plackowata - MEP (fr. morphea en plagues)
* odmiana drobnogrudkowa

+ odmiana pierwotnie zanikowa
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3 - Wprowadzenie

— postac uogdlniong, w skiad ktérej wchodzg
« postac klasyczna uogodlnionej morfei - GM
(ang. generalized morphea)
» disabling pansclerotic morphea

+ eozynofilowe zapalenie powiezi — FE (fac. fascitis eosinophilica)

— postac linijng - LM (ang. linear morphea), w sktad ktérej wchodza:
« postac linijna konczyn
« postac typu ciecia szablg - MCDS
(fr. morphea en coup de sabre)
+ postepujacy zanik potowiczy twarzy - PFH

(ang. progressive facial hemiatrophy)

— postac gtebokg - DM (ang. deep morphea)

Rdéznice pomiedzy wspomnianymi schematami klasyfikacyjnymi sag
niewielkie; np. Peterson i wsp. sugerujg wyrdznienie odrebnej postaci
pecherzowej. Rbéznice te generalnie dotyczg sytuacji wyjatkowych, gdyz
zdecydowana wiekszo$¢ przypadkéow morfei to MEP, GM i LM, w
przypadku ktérych wspomniani autorzy sg zgodni. Istotng kwestig jest
natomiast problem 2z ewentualnym zaliczeniem do morfei liszaja
twardzinowego [Kim DH i wsp. 2009][Nishioka S 1997]. W niniejszej
rozprawie nie prowadzono badan nad chorymi z wykwitami liszaja

twardzinowego bez standardowych objawdw twardziny ograniczonej.
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3.1.4 Epidemiologia

Liczbe nowych zachorowan Peterson i wsp. oszacowali na 2,7 na
100.000 oso6b na rok. Badanie populacyjne obejmowato 33 lata, w
ktérych zanotowano s$redni wzrost zachorowalnosci o okoto 3,6% rocznie.
Analiza ta zwierata ponad tysigc przypadkéw, jednakze jej charakter byt
lokalny i ograniczony tylko do jednego hrabstwa na terenie Standw
Zjednoczonych [Peterson LS i wsp. 1997].

Do zachorowania na morfee najczesciej dochodzi pomiedzy 20. a
40. rokiem zycia, z wyjatkiem postaci LM, ktéra dominuje u dzieci.
Postacie powierzchowne choroby dotyczg przed wszystkim oséb starszych
[Gupta RA, Fiorentino D 2007][Danczak-Pazdrowska A 2011].

Na morfee zdecydowanie czesciej chorujg kobiety, chociaz rdznice
w ryzyku zachorowania, opisywane przez rdéznych autoréow nigdy nie
przekraczajg jednego rzedu wielkosci, a najczesciej opisywana skala tych
roznic znajduje sie w przedziale od 2:1 do 3:1 [Christen-Zaech S i wsp.
2008][Toledano C i wsp. 2009].

3.1.5 Etiologia

Twardzina ograniczona zdaje sie wywodzi¢ z zawitych, lecz poki co
niewyjasnionych, zaleznosci pomiedzy czynnikami genetycznymi i
Srodowiskowymi. Przewazajg badania obejmujgce twardzine uktadowq, a
proby wyjasnienia etiologii morfei nie sq szeroko zakrojone [Gupta RA,
Fiorentino D 2007].

Wszystkie postacie morfei charakteryzuja sie przewlektym
witoknieniem tkanki tacznej. Poczatkowo obserwuje sie obecnosé gestego
zapalnego nacieku w powierzchniowych naczyniach krwionos$nych,

ztozonego gtdéwnie z limfocytow. Cechg szczegdlng morfei, odrdozniajaca jq
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od twardziny uktadowej, jest obecnos¢ eozynofili w naciekach [Vierra E,
Cunningham B 1999][Danczak-Pazdrowska A 2011][Kreuter A 2012].

Komoérki nacieku zapalnego wydzielajgq cytokiny, prowadzace do
aktywacji komérek mezenchymalnych. Wsréd gtéwnych cytokin wymienia
sie miedzy innymi transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-B), czynnik
wzrostu tkanki tqcznej (CTGF), ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF),
czynnik wzrostu srodbtonka naczyn (VEGF), czynnik wzrostu fibroblastow
(FGF) [Jimenez SA i wsp. 1996][Kreuter A i wsp. 2009].

W pdzniejszych stadiach choroby liczebno$¢ komorek zapalnych
spada, dochodzi natomiast do zgrubienia struktur tkanki tacznej, gtdwnie
poprzez zmiany w strukturach widkien kolagenowych [Brinckmann J i
wsp. 2001].

Wiekszos$¢ prob wyjasnienia mechanizmdéw molekularnych choroby
skupia sie na kilku kluczowych zagadnieniach.

Poczatkowym etapem morfei jest uszkodzenie komodrek srédbtonka
i to wiasnie one jako pierwsze ulegajq apoptozie i wyzwalajg kaskade
immunologiczng. Mechanizm prowadzacy do uszkadzania $rédbtonka nie
jest jasny, ale sugeruje sie miedzy innymi autoagresje poprzez
przeciwciata na przyktad antykardiolipinowe (ACA), zaburzenia w
aktywnosci sktadowych dopetniacza na komdédrkach Srddbtonka,
zmniejszong produkcje tlenku azotu czy udziat wolnych rodnikéw
[Helmbold P i wsp. 2004][Nagai M i wsp. 2004][Danczak-Pazdrowska A
20117.

Odpowiedz immunologiczna w morfei ma wyrazng charakterystyke
Th,. Interleukina 4, bedgca wazng cytoking w odpowiedzi Th, indukuje
produkcje kolagenu w fibroblastach, a takze moze by¢ odpowiedzialna za
obecnos¢ eozynofili w naciekach zapalnych [Kreuter A i wsp. 2009].

Badania koncentrujg sie rowniez nad widknieniem, bedacym
efektem koncowym wyzej wymienionych proceséw. Aktywacja

fibroblastow oraz zwiekszona produkcja kolagenu wydajq sie zaleze¢ w
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duzej mierze od ekspresji TGF-B oraz jej receptoréw [Jimenez SA i wsp.
1996][Man XY i wsp. 2012]. Obserwuje sie zaréwno podwyzszong
produkcje sktadowych macierzy zewnagtrzkomorkowej jak i aberracje w
procesach odpowiedzialnych za jej niszczenie, takich jak zmniejszong
aktywnos¢ niektérych metaloproteaz macierzy [Asano Y i wsp. 2006]
[Tomimura S i wsp. 2008], czy tez zwiekszong ekspresje tkankowych
inhibitoréw metaloproteinaz (TIMP) [Kirk TZ i wsp. 1995][Mattila L i wsp.
1998].

Chociaz wiedza na temat fazy zapalnej w morfei oraz mechanizmow
kierujgcymi widknieniem nie jest petna, to jednak najwieksza zagadkg
pozostaje kwestia mozliwych czynnikdow wzbudzajacych chorobe. Gama
potencjalnych podejrzanych jest bardzo szeroka, a czynniki te czesto nie
wykluczajg sie wzajemnie. Mogg byc¢ to réznego rodzaju rozpuszczalniki
organiczne [Peterson LS i wsp. 1997], radioterapia [Colver GB i wsp.
1989][Herrmann T i wsp. 2009], urazy wywotane iniekcjgq szczepionek,
roznego rodzaju leki oraz wiele substancji chemicznych takich jak
krzemionka, pestycydy czy nawet alkohol [Bakst R i wsp. 2009][Danczak-
Pazdrowska A 2011]. Wiele z nich moze przyczyniac sie do zwiekszonej i
dtugotrwatej produkcji wolnych rodnikéw tlenowych, prowadzac do
przewlektej deregulacji procesow zapalnych srédbtonka naczyn [Murrell
DF 1993].

Przez dtugi czas uwazano, ze kluczowg role mogg odgrywac
czynniki infekcyjne, przynajmniej w niektdérych postaciach morfei.
Zasugerowano, ze kretki borrelii mogq by¢ odpowiedzialne za indukcje
choroby [Kreuter A 2012]. Mechanizm dziatania takiej indukcji pozostaje
niejasny, a wstepne wyniki wydajg sie jednak nie mie¢ potwierdzenia,
chociazby z powodu wystepowania istotnych réznic w zaleznosci od
regionu geograficznego [Wienecke R i wsp. 1995][Colomé-Grimmer MI i
wsp. 1997][Kreuter A i wsp. 2009].
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3.1.6 Diagnostyka morfei

Diagnostyka morfei opiera sie gtdwnie na badaniu przedmiotowym,
przede wszystkim na obecnosci charakterystycznych stwardniatych
ognisk, otoczonych obwddka o rumieniowo-fiotkowym kolorze w fazie
aktywnej, przy jednoczesnym braku zmian narzadowych i objawu
Raynauda. Wspomniana obwddka pojawia sie we wczesnej fazie zapalnej,
natomiast sklerotyczng faze pdzng charakteryzuje zanik gruczotéw
tojowych i mieszkéw wilosowych [Jabtonska S, Majewski S 2010]
[Danczak-Pazdrowska A 2011].

Dodatkowo  zaleca sie  oznaczenie poziomu przeciwciat
przeciwjadrowych oraz, w sytuacjach wymagajacych potwierdzenia
rozpoznania klinicznego, pobranie wycinka skéry chorobowo zmienionej i
wykonanie badania histologicznego [Kreuter A i wsp. 2009]. Pomimo ze
obraz histologiczny zarowno w morfei jak i w twardzinie ukfadowej jest
zblizony, to jednak w tej drugiej nacieki zapalne sg nieco mniej obfite
oraz, jak juz wspomniano, nie obserwuje sie w nich eozynofili [Lever WF,
Schaumburg-Lever G 1990][Danczak-Pazdrowska A 2011].

Z uwagi na narzadowoswoisty charakter procesu chorobowego to
witasnie badania nad zmieniong skérg majq wiekszg wartos¢ poznawcza.
Z drugiej strony problemy zwigzane z pobieraniem wycinkow skoéry
sktaniajg do badan nad tatwiejszym do uzyskania materiatem, takim jak
krew. Jezeli wyniki badan krwi lub osocza stanowityby obiektywne
odzwierciedlenie sytuacji patologicznej w skdrze, mozna by ograniczy¢

pobieranie wycinkdw.
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3.1.7 Przeciwciata przeciwjadrowe a morfea

Biorac pod uwage dobro pacjenta, powinno sie w miare mozliwosci
ogranicza¢ diagnostyke do metod mozliwie nieinwazyjnych. Z tego
witasnie powodu rozwoj diagnostyki opartej na badaniach krwi jest
niezwykle istotny. Z ogromnej gamy mozliwych do oznaczania czynnikéw
to wiasnie przeciwciata przeciwjadrowe stanowig kluczowy element
diagnostyki autoimmunizacyjnych choréb tkanki fgcznej.

Niestety w przypadku morfei udziat przeciwciat w diagnostyce nie
jest do konca jasny. Pomimo sugestii, by oznacza¢ przeciwciata
przeciwjadrowe (ANA) w twardzinie ograniczonej [Kreuter A i wsp. 2009],
wynik takiego oznaczenia w zasadzie niewiele moéwi o rokowaniu
[Danczak-Pazdrowska A 2011].

Doktadniejsze badania, w ktdérych oznacza sie przeciwciata o
konkretnej swoistosci rzeczywiscie mogg byc¢ wartosciowe. W morfei, w
odréznieniu od twardziny ukfadowej, w zasadzie nie wykrywa sie
przeciwciat anty  Scl-70 (przeciwko  topoizomerazie I) czy
antycentromerowych, wykrywalne sg natomiast charakterystyczne dla
morfei przeciwciata  skierowane  przeciwko topoizomerazie 1II,
nukleosomom/histonom, czy tez dysmutazie ponadtlenkowej miedziowo-
cynkowej [Hayakawa I i wsp. 2004][Nagai M i wsp. 2004]. Z reguty
jednak nie wykonuje sie tak swoistych badan, przez co uzytecznosé

oznaczen przeciwciat jest niewielka.
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3.2 Ludzkie endogenne retrowirusy

3.2.1 Elementy ruchome i HERV

Analiza genomu ludzkiego wykazata, ze okoto 45% jego objetosci
stanowig réznego rodzaju elementy ruchome [Paces J i wsp. 2002].
Dzielg sie one zasadniczo na dwie rodziny: retrotranspozony DNA oraz
retroelementy. Te ostatnie mozna z kolei podzieli¢ na sekwencje
zawierajace, badz niezawierajgce tzw. dtugich powtdrzen koncowych -
LTR. Grupa LTR zawiera okoto 450,000 elementéow [IHGSC 2001].

Ludzkie endogenne retrowirusy (Human Endogenous Retroviruses -
HERV), sa podgrupg elementéw LTR. W sktad grupy elementéw LTR
wchodzg rdéwniez retrotranspozy i solo-LTR. HERV zajmujg wedfug
réznych zrodet od 1-8% objetosci ludzkiego genomu [Zwolinska K 2006].
Dosy¢ czesto pojawiajacq sie tutaj wielkoscig jest 8%. Wartos¢ ta jest
najprawdopodobniej zawyzona, bedqc czasem btednie kopiowana przez
kolejnych badaczy [Wang-Johanning F i wsp. 2003][Portis JL 2002].
Chociaz w niezwykle istotnej z puntu widzenia genomiki cztowieka pracy z
2001, opisujgcej wstepne wyniki sekwencjonowania genomu ludzkiego,
rzeczywiscie pojawita sie wartos¢ ,8%"”, dotyczyta ona nie tyle samych
sekwencji HERV, co catej grupy retroelementéw LTR [McCarthy EM,
McDonald JF 2004][IHGSC 2001]. W komputerowej bazie danych HERVd
sekwencje HERV stanowig okoto 1% objetosci genomu, lecz z kolei ta
wartos¢ jest by¢ moze zanizona, jako ze catosc¢ sekwencji LTR w tej bazie
stanowi niecate 3% objetosci genomu [Paces J i wsp. 2002]. Niezaleznie
od doktadnej wartosci, objetos¢ HERV jest prawdopodobnie wieksza od
objetosci wszystkich ludzkich egzondéw, stanowigcych okoto 1,2%
catkowitej objetosci genomu [IHGSC 2004]. Catkowitg liczbe sekwencji
HERV szacuje sie na okoto 98.000, co jest wartoscig ponad czterokrotnie

przewyzszajacg liczbe wszystkich ludzkich gendéw kodujacych biatka
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[Belshaw R i wsp. 2004].

HERV sg pozostatosciami po dawnych retrowirusowych infekcjach
komoérek linii rozrodczych, przekazywanych w kolejnych pokoleniach i
wielokrotnie powielanych. Z powodu nagromadzonych mutacji, nie majq
potencjatu wytwarzania zakaznych wirionéw, jednak zachowaty swdj

oryginalny uktad gendw [Lower R i wsp. 1996][Nelson PN i wsp. 2004].

3.2.2 Nomenklatura i klasyfikacja sekwencji HERV

Sekwencje HERV dzielg sie na trzy klasy, w zaleznosci od

podobienstwa do odpowiadajgcym im grup retrowirusow egzogennych:

— klasa I, wykazujgca homologie do gammaretrowirusow,
— klasa II, wykazujgaca homologie do betaretrowirusow,

— klasa III, wykazujgca homologie do spumaretowirusow.

Zdecydowanie czesciej spotykanym schematem taksonomicznym,
chociaz nie jedynym, jest podziat na rodziny, oznaczanymi literami,
odpowiadajgcymi obowigzujgcym skrétom dla aminokwasow.
Terminologia ta bazuje na sekwencji antykodonéw tRNA,
odpowiedzialnych za inicjacje odwrdconej transkrypcji genomu
wirusowego. Rodzina HERV-H zawiera sekwencje inicjacji odwrotnej
transkrypcji komplementarng do tRNA wiasciwego histydynie, HERV-R -
tRNA swoistego dla argininy, natomiast HERV-K, podobnie jak wirus HIV,
- tRNA swoistego dla lizyny [Urnovitz HB, Murphy WH 1996]. Podziat ten
bazuje jednak tylko na jednej cesze i nie zawsze idealnie oddaje
pokrewienstwo HERV. Nomenklatura i taksonomia HERV niestety daleka
jest od ideatu, warto jednak zauwazy¢, iz klase II tworzg wytgcznie
przedstawiciele rodziny HERV-K, natomiast wszystkie pozostate rodziny
tworzg klase I, poza HERV-L, stanowigcq klase III [Nelson PN i wsp.
2003].
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3.2.3 Budowa HERV

Za wyjatkiem rodziny HERV-L, ludzkie endogenne retrowirusy

zawierajg, w kolejnosci od 5' do 3', trzy gtdwne geny:

- gag (ang. group-specific antigen)- kodujacy biatka strukturalne
- pol (ang. polymerase) - kodujacy odwrotng transkryptaze

- env (ang. envelope) - kodujacy biatka otoczki

W wiekszosci przypadkéw wspomniane geny sg uszkodzone,
niemniej jednak bezsprzecznie wykazujg homologie z odpowiednimi
sekwencjami egzogennymi. Spotyka sie rowniez otwarte ramki odczytu
oraz produkty biatkowe [Zwolinska K 2006]. Rodzina HERV-L, podobnie
jak retrotranspozony, nie posiada genu env [Belshaw R i wsp. 2004],
jednakze niniejsze badania nie obejmujg tej rodziny.

Budowa genomoéw HERV zasadniczo odpowiada budowie genomoéw
wirusbw egzogennych. Trzy wspomniane geny oflankowane sg
obustronnie przez sekwencje LTR. Sekwencje te w wirusach egzogennych
odpowiedzialne sgq miedzy innymi za wyzwalanie transkrypcji czy tez
integracje genomu wirusowego =z denomem gospodarza. Dzieki
charakterystycznym wiasciwosciom promotorowym sg w stanie wigzac
wiasciwe im biatka komorkowe, regulujac ekspresje i zapewniajac jej
specyficznos¢ zaréwno tkankowa, jak i pod wzgledem wiasciwego
momentu inicjacji transkrypcji [Urnovitz HB, Murphy WH 1996][Namyst ]
2006]. Sekwencje LTR mogq utraci¢ geny ulokowane pomiedzy nimi,
stajagc sie solo-LTR, jednoczes$nie zachowujac zdolno$¢ transpozyciji.
Zdecydowana dominacja liczebna solo-LTR i retrotranspozonéw nad HERV
moze sugerowal istnienie presji selekcyjnej, usuwajacej geny
retrowirusowe z genomu, zwtaszcza geny otoczki. Dysproporcja ta moze
by¢ réwniez spowodowana pdzniejsza amplifikacja solo-LTR i

retrotranspozonow [Zwolinska K 2006].
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3.2.4 Potencjalne mechanizmy dziatania HERV

HERV moga wptywac na organizm poprzez wiele rdznych
mechanizmoéw, lista ktérych z pewnoscig bedzie sie wydtuza¢ wraz z
wynikami kolejnych badan naukowych. Do najwazniejszych znanych

obecnie mechanizmoéw zaliczy¢ mozna:

— bezposrednie dziatanie biatek pochodzacych od HERV na komoérki
(patrz podrozdziat 3.3.5),

— modulacje ukfadu immunologicznego poprzez podobienistwo biatek
HERV do antygendw egzogennych (mimikra molekularna)
[Namyst J 2006],

— lokalizacje HERV wewnatrz innych gendéw [Adelman MK,
Marchalonis 1] 2002],

— wykorzystanie fragmentéw sekwencji promotorowych z HERV do
zarzadzania ekspresjq biatek gospodarza [Léwer R i wsp. 1996],

— szeroko pojete interakcje na poziomie mRNA [Zwolinska K 2006].

Sekwencje HERV moga mie¢ zaréwno negatywny jak i pozytywny
wptyw na organizm. Negatywny wptyw wywotujg zazwyczaj te sekwencje,
ktére ulegty integracji lub translokacji stosunkowo niedawno. Innymi
stowy takie, ktére albo nie zostaty jeszcze z genomu usuniete poprzez
selekcje naturalng, badz tez takie, ktérych funkcji komoérki nie zdazyty
jeszcze przejac i zaadaptowac do wiasnych potrzeb.

Waznym przyktadem negatywnego wptywu HERV na zdrowie
cztowieka, jest wzbudzanie aktywnosci transkrypcyjnych endogennych
retrowiruséw, prowadzace do ekspresji wczesniej nieznanych uktadowi
immunologicznemu biatek, skutkujgcym autoimmunizacjg [Namyst ]
2006]. Powody takiego wzbudzenia ekspresji mogg by¢ rdézne, czesto
jednak wymienia sie inicjacje na skutek infekcji wirusami egzogennymi,

takimi jak HSV [Christensen T 2005]. HERV mogg réwniez negatywnie
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wptywac na organizm z powodu najczesciej losowych miejsc ich integracji
w genomie, co skutkuje deregulacjg ekspresji pobliskich gendw.
Przyktadowe mechanizmy z tej grupy to miedzy innymi: stymulacja
transkrypcji, dostarczanie nowych miejsc inicjacji transkrypcji, kodonow
stop, sygnatdéw spilicingowych czy poliadenylacji [Villesen P i wsp. 2004]
[Zwolinska K 2006].

Z drugiej jednak strony, znalez¢ mozna wiele przyktadéw
pozytywnego wptywu HERV. Dotyczy to zwiaszcza sekwencji starszych,
utrzymywanych w genomie przez miliony lat. Zdarzajg sie nawet
ewidentne przypadki przejecia gendw pochodzenia retrowirusowego przez
genom gospodarza.

W tym miejscu warto wspomnie¢ o telomerazie - szeroko badanym
biatku, odpowiedzialnym za wydtuzanie telomerdéw i uniemozliwiajacym
skracanie sie chromosoméw. W 2009 roku przyznano Nagrode Nobla w
dziedzinie fizjologii lub medycyny za odkrycie, w jaki sposéb chromosomy
chronione sg przez telomery, syntetyzowane przez telomerazy. Biatka te
zawierajg fragment RNA, przy pomocy ktorego syntetyzujg DNA - majgq
zatem aktywnos$¢ odwrotnej transkryptazy. Chociaz ewentualna
transdukcja retrowirusowa jest tutaj niezwykle trudna do udowodnienia, z
uwagi na bardzo odlegty czas, w ktérym mogtoby to nastgpié, telomerazy
wykazujg pewne cechy strukturalne wirusowych odwrotnych transkryptaz
[Gillis AJ i wsp. 2008].

Dotychczas znaleziono liczne przyktady pozytywnego wptywu
HERV. Wiele z nich, opisanych w podrozdziale 3.3, dotyczy rozwoju
embriondw i tozyska. Wazng funkcjg jest rowniez immunomodulacja. W
obrebie genéw MHC klasy I znajduje sie kilkanascie HERV, z kolei
obecnos¢ klonu sekwencji HERV-K w genie kodujgcym biatko C4A
dopetniacza ma wilasciwosci ochronne przed toczniem uktadowym
[Adelman MK, Marchalonis 1J 2002].
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3.2.5 HERV a morfea

Wiekszos¢ badan dotyczacych problematyki HERV skupiona jest
tylko na detekcji ludzkich endogennych retrowiruséw réznymi metodami
takimi jak western blot, ELISA, hybrydyzacja tkanek ze znakowanymi
sondami, czy PCR. Tylko w nielicznych przypadkach autorzy majq
mozliwos¢ proby rozwikfania zawitych mechanizméw zwigzanych z HERV.
Wiekszos$¢ takich prac dotyczy embriologii czy tez onkogenezy, chociaz
ostatnio zauwazy¢ mozna poszerzenie tematyki, obejmujacej réwniez
choroby o podtozu autoimmunizacyjnym, w tym i dermatozy.

Wptyw HERV na choroby o podtozu autoimmunizacyjnym stanowi
przedmiot wielu badan naukowych, jednak do tej pory nie
przeprowadzono zadnych szerzej zakrojonych badan mogacych ocenié
potencjalng skale takich zaleznosci w twardzinie ograniczonej. Istniejg
natomiast doniesienia na temat zaleznosci i ich ewentualnych przyczyn
pomiedzy HERV a innymi schorzeniami tkanki fgcznej, takimi jak
tuszczyca, czy twardzina uktadowa [Grant SF i wsp. 2000][Prokop J,
Jagodzinski PP 2004][Namyst J i wsp. 2005][Namyst J 2006]. Poprzez
analogie do twardziny uktadowej mozna spodziewac sie réoznego rodzaju
zaleznosci pomiedzy aktywnosciag HERV a przebiegiem morfei. Idea ta
byta gtdbwnym powodem przeprowadzenia opisywanych tu badan.

Niniejsza praca jest pierwszgq prébg oceny aktywnosci
transkrypcyjnej ludzkich endogennych sekwencji retrowirusowych w
morfei. Niemniej z uwagi na ogromny wybdr potencjalnych sekwencii,
nalezato ich liczbe zawezi¢, kierujac sie ostrymi kryteriami wyboru,
jednoczesnie prdébujac przebadac mozliwe szerokie spektrum rodzin
HERV, jak i wszystkie trzy geny przynajmniej raz. Przestanki, ktérymi
podyktowany byt wybor badanych sekwencji, opisano w podrozdziale 3.3,

natomiast doktadne dane referencyjne umieszczono w podrozdziale 5.9.4.

29



3 - Wprowadzenie

3.3 Wybor badanych sekwencji HERV

Ponizej przedstawiono krotkg charakterystyke rodzin HERY,
objetych niniejszym badaniem, wraz z aktualnym stanem wiedzy
odnosnie ich potencjalnych funkcji. Wybrane sekwencje stanowig obraz

najczesciej obecnie badanych grup HERV.

3.3.1 Rodzina HERV-E

Rodzina HERV-E opisana zostata juz w 1984 roku [Steele PE i wsp.
1984], a rok podzniej opublikowano sekwencje klonu HERV-E 4.1 [Repaske
R i wsp. 1985]. Klon ten zapisany jest w bazie GenBank jako M10976. Do
tej pory zidentyfikowano kilkadziesigt kopii HERV-E M10976 w ludzkim
genomie [Tristem M 2000][Taruscio D i wsp 2002][Yi JM i wsp. 2007].

Przeprowadzono szeroko zakrojone badania nad wspomnianym
klonem. Warta wspomnienia jest praca opisujgca jego ekspresje w wielu
tkankach zdrowych i nowotworowych, m.in. w raku przewodowym sutka,
zdrowych jelitowych komérkach neuroendokrynnych, czy tez w
komorkach migdatkéow podniebiennych [Turbeville MA i wsp. 1996].

HERV-E wydaje sie mieé zastanawiajacy udziat w chorobach o
podtozu autoimmunologicznym. Stwierdzono podwyzszong produkcje
biatka env pochodzacego z HERV-E 4.1 w tuszczycy [Bessis D i wsp.
2004]. Z kolei w toczniu uktadowym stwierdzono lekko podwyzszone
poziomy mRNA kodujgcego biatko gag [Ogasawara H i wsp. 2001].

Chociaz w badaniach, bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy,
celem byt gen pol, znajdujacy sie na chromosomie X, to jednak wysoka
homologia z innymi klonami sprawia, ze dane prawdopodobnie zostaty
zebrane z wielu loci jednoczesnie. Opisywana sekwencja powigzana jest z

przewlektg biataczkg szpikowg [Xu RZ, Zheng S. 2002] i charakteryzuje
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sie homologia na poziomie az 97% z analogicznhym fragmentem

oryginalnego klonu M10976 (wyniki analizy porownawczej BLAST).

3.3.2 Rodzina HERV-H

HERV-H jest rodzing endogennych retrowirusbw o stosunkowo
duzej liczbie powtdrzen i wielkim zréznicowaniu [Léwer R i wsp. 1996]
[Urnovitz HB, Murphy WH 1996]. Odkryto jg w zasadzie przez przypadek
podczas préby klonowania lucus B-globiny [Mager DL i wsp. 1984].
Wiekszos¢ z prowiruséw jest uszkodzona delecjami, przesunieciami ramki
odczytu, czy tez przedwczesnymi kodonami stop. Z grupy zaledwie 100
przedstawicieli tej rodziny, zawierajgcych gen env, znaleziono tylko trzy
otwarte ramki odczytu. [Lindeskog M i wsp. 1999][de Parseval N i wsp.
2001]. Najdtuzszg z nich jest sekwencja HERV-H (env 62).

Jest to jeden z najbardziej prominentnych przedstawicieli rodziny
HERV-H, gdyz mamy tutaj do czynienia z genem kodujacym wykrywalny
produkt biatkowy. Chociaz w tkankach mozna réwniez znalez¢ biatka
wielu innych genéw HERV, na przyktad wspomnianego juz klonu HERV-E
4.1, to jednak liczba mozliwych do uzyskania biatek w przypadku rodziny
HERV-H jest bardzo ograniczona. Wykazano, ze biatko o masie 62 kDa,
kodowane przez wspomniang sekwencje HERV-H (env 62) jest
potencjalnie immunosupresyjne in vivo. Wspomaga ono ucieczke
komoérek nowotworowych przed odrzutem immunologicznym w
transgenicznych myszach, chociaz mechanizm jego dziatania jest
nieznany [Mangeney M i wsp. 2001]. W niniejszych badaniach
amplifikacji poddano fragment genu otoczki kodujacego wiasnie

wspomniane biatko.
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3.3.3 Rodzina HERV-K

Rodzina HERV-K jest blisko spokrewniona z egzogennym mysim
wirusem guza sutka (MMTV), opisanym juz w 1936 roku [Bittner ]J
1936]. Rodzina ta zawiera dziesie¢ podgrup (HML-1-10). Z tychze grup,
HML-2 wydaje sie by¢ najmiodsza ze wszystkich rodzin HERV. Jej
przedstawiciele czesto posiadajg nietkniete otwarte ramki odczytu, a
pochodzace od nich produkty biatkowe wykrywane sg w wielu tkankach
[Subramanian RP i wsp. 2011].

Rodzina HERV-K jest szczegdlnie interesujgca z perspektywy
etiopatogenezy autoimmunizacyjnych chordb zapalnych. dUTPaza
kodowana w wielu genomach HERV-K ma wiasciwosci stymulacyjne
czynnika transkrypcyjnego NF-kB i powoduje wydzielanie sie
prozapalnych cytokin wtasciwym limfocytom Tul i Thl7. Zwtaszcza klon w
obrebie locus PSORS1, zdaje sie zawiera¢ dUTPaze, ktdrej sekwencja, w
zaleznosci od wariantu, pozwala na rdéznicowanie ryzyka zachorowania na
tuszczyce [Mayer J i wsp. 2003][Foerster J i wsp. 2005][Ariza ME i wsp.
2011][Lai OY i wsp. 2012].

Niemniej jednak to wtasnie ingerencja w mechanizm Tuyl7 wydaje
sie by¢ dos¢ istotna ze wzgledu na mozliwe powigzanie z rozwojem
morfei. Dowiedziono, ze interleukina 17A, produkowana gtdwnie przez
limfocyty Twl7, ma swdj udziat w patomechanizmie twardziny
ograniczonej. Stwierdzono wzrost ekspresji genu IL-17A w PBMC, przy
jednoczesnym spadku tejze ekspresji w skdérze. Badania sugerujg, ze w
morfei interleukina 17 ma raczej dziatanie lokalne i ochronne [Danczak-
Pazdrowska A 2011][Danczak-Pazdrowska A i wsp. 2012].

Najnowsze doniesienia wykazujg obecnos¢ okoto 90 prowiruséw z
grupy HML-2 w genomie ludzkim [Subramanian RP i wsp. 2011]. W
niniejszej pracy analizie poddano dwie sekwencje z tej grupy. Pierwsza z

nich - HERV-K10 gag, pochodzaca z rodziny, opisanej juz w 1986 roku i
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znajdujaca sie na chromosomie 5q33.3, zostata wczesniejszej szeroko
przebadana miedzy innymi w rozwoju raka piersi [Ono M i wsp. 1986],
ale takze w ftuszczycy i twardzinie uktadowej [Namyst J i wsp. 2005]
[Namyst J 2006]. Jest to jedyna sekwencja gag objeta niniejszym
badaniem. Druga natomiast — HERV-K env pochodzi z klonu HERV-K115
ulokowanym na chromosomie 8p23.1. Sekwencja ta réwniez byta badana
u chorych z rakiem piersi [Wang-Johanning F i wsp. 2003][Burmeister T i
wsp. 2004], a nawet u osOb ze schizofrenig [Otowa T i wsp. 2006].
Obydwie sekwencje pochodza z prowirusow blisko ze sobg
spokrewnionych [Subramanian RP i wsp. 2011].

Pomimo ze to wilasnie przytoczonych sekwencji uzyto do
zaprojektowania starteréw, to pozwalajg one jednak na amplifikacje
wysoce homologicznych fragmentéw pochodzacych z wielu innych loci.
Sekwencje  powielanych  fragmentéow  wyrdzniajg sie  wieloma
stuprocentowymi wynikami w analizie poréwnawczej BLAST, a kopie te

rozsiane sg po catym genomie.

3.3.4 Rodzina HERV-R (ERV-3)

Rodzina HERV-R, znana takze pod starsza nazwg ERV-3, jest
intensywnie badang grupg gtdownie w kontekscie rozwoju trofoblastu i
tozyska. Sugeruje sie jej udziat w produkcji hormondéw miedzy innymi
dzieki inicjacji produkcji podjednostki beta hCG przez biatko env [Rote NS
i wsp. 2004]. Rodzina ta utrzymuje sie w genomach ssakéw od bardzo
dawna. Sugeruje sie mozliwg integracje okoto 30-40 miliondw lat temu,
co ewidentnie s$wiadczy o silnej presji selekcyjnej, utrzymujacej jg w
genomie [Kato N i wsp. 1987]. Pomimo niewatpliwie pozytywnej funkciji,
HERV-R nie wydaje sie by¢ kluczowa w reprodukcji naczelnych, gdyz

witasnie ten gen env zostat u goryli utracony [Hervé CA i wsp. 2004].
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Rodzina HERV-R w chorobach o podtozu autoimmunologicznym
badana jest z mniejszq intensywnoscia, jednak istniejg pewne
doniesienia, dotyczace tego zagadnienia. Przeciwciata anty-ERV-3
zaobserwowano u pacjentéw z toczniem uktadowym i zespotem Sjégrena,
a transfer przeciwcial przez f{ozysko wydaje sie korelowaé z
wystepowaniem zapalenia miesnia sercowego i zaburzeniami rytmu serca
u ptodow [Portis JL 2002][Li JM i wsp. 1996]. Chociaz ERV-3 nie wydaje
sie by¢ zwigzany z reumatoidalnym zapaleniem stawow, to jednak moze
stanowi¢ marker choroby zwyrodnieniowej stawéw [Nelson P i wsp.
2010].

Omawiana W niniejszej pracy sekwencja, ulokowana na
chromosomie 7ql1.2, jest czesto badanym przedstawicielem rodziny
ERV-3, gtéwnie z powodu obecnosci dtugiej otwartej ramki odczytu oraz
odpowiadajacym jej RNA i biatek w tozysku [Kim H i wsp. 2000]
[Andersson AC i wsp. 2005][Namyst ] 2006].

3.3.5 Rodzina HERV-W

HERV-W jest stosunkowo niedawno odkryta rodzing ludzkich
endogennych retrowiruséw. Opisana zostata w 1999 roku, jako
wysokokopijna rodzina, ktorej transkrypcja ograniczona byta w zasadzie
tylko do tozyska [Blond JL i wsp. 1999]. Kolejne badania wykazaty
obecnos¢ witasciwego HERV-W env RNA i biatka w tozysku. Biatko to
okazato sie wykazywac silne wiasciwosci fuzyjne [Blond JL i wsp. 2000]
[Mi S i wsp. 2000]. Bardziej szczego6towa ilosciowa analiza PCR
potwierdzita wystepowanie wspomnianego RNA w tozysku, jednoczesnie
wykrywajgc nizsze poziomy transkrypcji w wielu zdrowych tkankach [de
Parseval N i wsp. 2003]. Biatko kodowane przez gen env, znajdujacy sie

na chromosomie 7q21.2, nazwano “syntycyn” z powodu
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potwierdzonego udziatu w tworzeniu syncytiotrofoblastow [Muir A i wsp.
2004].

Rodzina HERV-W zostata odkryta dzieki badaniom, ktorych celem
byto poszukiwanie w genomie sekwencji podobnych do genomu
endogennego wirusa MSRV, ktorego aktywnos¢ ma wptyw na rozwdj
stwardnienia rozsianego [Perron H i wsp. 1997][Dolei A i wsp. 2002].
Stwardnienie rozsiane pozostaje zatem gtdwnym polem badawczym w
przypadku rodziny HERV-W [Clausen ] 2003][Portis JL 2002][Serra C i
wsp. 2003]. Z kolei zdolno$¢ do wspomagania procesu fuzji komédrek
spowodowata, iz zaczeto bada¢ te rodzine w kontekscie problematyki
nowotworzenia. Potwierdzono udziat HERV-W w raku piersi [Bjerregaard
B i wsp. 2006], raku trzonu macicy [Strick R I wsp. 2007], raku jelita
grubego [Larsen JM I wsp. 2009] oraz raku jader [Gimenez J i wsp.
2010].

HERV-W badano rowniez w chorobach 0 podtozu
autoimmunologicznym,  blizszych  tematyce niniejszej  rozprawy.
Potwierdzono obecnos$¢ transkryptow HERV-W u chorych z tuszczycqy
[Molés JP i wsp. 2005] oraz z twardzing uktadowg [Namyst J i wsp.
2006]. Stwierdzono RNA pochodzace od HERV-W w mazi stawowej u 22%
0oséb z reumatoidalnym zapaleniem stawdéw i u jednej osoby z grupy
kontrolnej. Nalezy jednak nadmieni¢, iz badanie to obejmowato tgcznie
tylko 19 oséb [Gaudin P i wsp. 2000].

W niniejszym badaniu amplifikowano sekwencje fragmentu
wspomnianego genu env, kodujacego syntycyne, chociaz specyficznosc
uzytych starteréw pozwolita na amplifikacje fragmentow HERV-W env

pochodzacych z innych loci.
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3.4 Real-time PCR

3.4.1 Wprowadzenie

W 1993 roku Kary Mullis otrzymat Nagroda Nobla w dziedzinie
chemii za wynalezienie tancuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase
chain reaction) - PCR. Cziowiek ten, o nie do konca krysztatowej
reputacji, publicznie przyznajacy sie do stosowania narkotykéw, dokonat
jednego z najwazniejszych przetomow w biologii molekularnej [Schoch R
1994].

Od konca lat 80. XX wieku badacze majg mozliwos¢ amplifikacji
dowolnej sekwencji DNA z teoretycznie pojedynczej kopii do ilosci
pozwalajacej na dalsza, makroskopowa analize. Pofgczenie dwodch
znanych wczesniej elementéw, tj. syntetycznych oligonukleotydow DNA
(zwanych  starterami) oraz DNA zaleznej polimerazy DNA,
zrewolucjonizowato nauki biologiczne, medyczne i diagnostyke chordb
[Mullis K i wsp. 1986][Mackay IM i wsp. 2002].

W polskim piSmiennictwie wymiennie stosuje sie terminologie
Lprimer” (wym. praimer, prajmer) i ,starter”. W niniejszej rozprawie, z
uwagi na zasady polskiej pisowni, stosuje sie ten drugi.

Metoda PCR opiera sie na trzech krokach, tworzacych jeden cykl
[Mullis K i wsp. 1986][Bustin SA 2000]:

— denaturalizacji, w ktdrej wysoka temperatura powoduje rozdzielenie
sie amplifikowanej, dwuniciowej czasteczki DNA, zwanej matryca,

— przytaczania starteréw, w ktérym te dwa oligonukleotydy taczg sie
komplementarnie z jednoniciowymi czgsteczkami matrycy,

— elongacji, w ktorym DNA zalezna polimeraza DNA syntetyzuje
wydiuzanie sie starterow, w konsekwencji generujgc dwie

komplementarne nici potomne, znéw tworzace dwuniciowe DNA.
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Kazdy cykl skutkuje teoretycznie podwojong liczbg produktéw, stad
powtérzenie cykli kilkadziesigt razy generuje ogromng liczbe kopii
oryginalnej matrycy. Reakcja ustaje, gdy wyczerpujq sie skfadniki -
najczesciej trifosforany deoksyrybonukleozydéw. Ilos¢ produktéw
przestaje przyrasta¢ a reakcja osigga faze plateau [Stryer L 2000][Kainz
P 2000][Bustin SA 2000].

Gtéwng wadg tradycyjnej PCR jest niemoznos¢ ustalenia wejsciowej
ilosSci badanego materiatu, poniewaz niezaleznie od poczatkowej liczby
matryc, reakcja osigga plateau mniej wiecej na tym samym poziomie, a
ilo$¢ produktu mozna ocenic¢ dopiero po reakcji (ang. end-point analysis).
W przeszios$ci probowano szacowal ekspresje na podstawie wielkosci i
intensywnosci prazkow w zelach agarozowych, bedacych wynikiem
elektroforezy po reakcji PCR, jednakze metoda ta byfa iloSciowo
niewiarygodna i obecnie w zasadzie nie jest juz stosowana [Pfaffl MW
2004].

W reakcjach real-time PCR, poza standardowym wykonaniem
amplifikacji, mierzy sie rowniez przyrost ilosci produktow reakcji
metodami fluorescencyjnymi. Poniewaz pomiar dokonywany jest w
trakcie trwania reakcji, kazdorazowo podczas kolejnych cykli,
zastosowanie ma termin ,pomiar w czasie rzeczywistym”, w odrdznieniu
od pomiaru po zakonczeniu reakcji — analizy ,end-point”. Wykreslenie
krzywej przyrostu produktu pozwala na analize kinetyki reakcji i
okreslenie poczatkowej liczby matryc [Bustin SA 2000].

W celu obliczenia poczatkowej liczby matryc wyznacza sie moment
(tzw. punkt przeciecia, ang. crossing point - Cp), w ktérym fluorescencja
przekroczy pewien ustalony poziom (tzw. préog cyklu Ct, ang. cycle
threshold). Progiem tym najczesciej jest moment wejscia reakcji w
logarytmiczng faze wzrostu [Pfaffl MW 2001].

Potaczenie termocyklera i spektrofluorymetru pozwolito nie tylko na

analize kinetyki reakcji, ale takze na ocene powstatych produktéw dzieki
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zastosowaniu analizy temperatury topnienia amplikonu.
W pismiennictwie czesto stosuje sie nastepujace skroty, odnoszace

sie do réznych reakcji PCR:

— gPCR - ang. quantitative PCR - ilosciowa fancuchowa reakcja
polimerazy. Skrét ten czesto stosowany jest wymiennie z terminem
“real-time PCR”, chociaz moze dotyczy¢ nie tylko metod z
pomiarem w czasie rzeczywistym [VanGuilder HD i wsp. 2008].

— real-time PCR - fancuchowa reakcja polimerazy z pomiarem w
czasie rzeczywistym, czesto btednie skracana do RT-PCR. Sugeruje
sie, by terminu ,real-time” nie skraca¢ [VanGuilder HD i wsp.
2008].

— RT-PCR - ang. Reverse Transcriptase PCR - tancuchowa reakcja
polimerazy, w ktérej w poczatkowej fazie reakcji stosuje sie
odwrotng transkryptaze w celu uzyskania matryc cDNA z mRNA.

Skrot ten jest czesto mylony z real-time PCR [Bustin SA 2000].

3.4.2 Systemy detekcji

Obecnie stosowanych jest wiele systeméw detekcji w reakcjach
real-time PCR. Ze wzgledu na zastosowany w niniejszych badaniach
termocykler, warte uwagi sq trzy z nich. Sg to: detekcja niespecyficzna
przy uzyciu barwnika SYBR Green I, detekcja specyficzna przy uzyciu
sond hydrolizujgcych z rodziny TagMan oraz detekcja specyficzna przy

uzyciu sond HybProbes.
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3.4.2.1 SYBR Green I

Detekcja przy uzyciu barwnika SYBR Green I, lub pojetych szerzej
barwnikdw fluorescencyjnych specyficznych dla dwuniciowego DNA, jest
podstawowgq i najtanszg technikg stosowang w real-time PCR. Dodawany
do reakcji barwnik SYBR Green I posiada dwie kluczowe wtasciwosci. Po
pierwsze, wykazuje wysokie powinowactwo do dwuniciowego DNA, dzieki
czemu taczy sie z nim w trakcie elongacji, a ilos¢ przytaczonych
czasteczek barwnika jest wprost proporcjonalna do sumy dtugosci
wszystkich dwuniciowych amplikondw w reakcji. Po drugie, barwnik ten
wykazuje wiasciwosci fluorescencyjne w zasadzie tylko, gdy znajduje sie
w kompleksie z dwuniciowym DNA, dzieki czemu emitowane S$Swiatto
fluorescencji pochodzi tylko od czasteczek zwigzanych, a nie od
rozproszonych w mieszaninie reakcyjnej. Wraz z nagromadzaniem sie
produktow reakcji, catkowita fluorescencja reakcji rosnie i jest oznaczana
kazdorazowo w kolejnych cyklach, najczesciej zaraz po etapie elongacji.
Metoda ta pozwala réwniez na przeprowadzenie analizy temperatury
topnienia amplikonu [Morrison TB i wsp. 1998][Bustin SA 2000].

Uzycie niespecyficznych barwnikéw niestety niesie za sobg istotng
niedoskonatos¢. Sygnat fluorescencyjny bedzie pochodzit z kazdego
powielanego w reakcji fragmentu dwuniciowego DNA. W trakcie reakcji
mogq pojawic¢ sie niespecyficzne produkty, pochodzace na przyktad od
pseudogenow, lub bedace wynikiem niespecyficznego wigzania starterow,
czy nawet ich dimeryzacji. Jezeli w trakcie optymalizacji reakcji nie uda
sie ustali¢ wystarczajacej specyficznosci bez uzycia dodatkowych sond,
reakcja moze skutkowac niespecyficznym sygnatem. W konsekwencji
prowadzi to do wynikow fatszywie dodatnich, ktore jednak zazwyczaj
mozna wyeliminowal przeprowadzajac analize topnienia. Niespecyficzne
barwniki nie sprawdzajg sie rowniez w badaniach polimorfizmoéw

pojedynczego nukleotydu (SNP), czy tez w zwielokrotnionych reakcjach
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typu multiplex real-time PCR, co prowadzi do koniecznosci oznaczania
gendw badanych i referencyjnych osobno [Ririe KM i wsp. 1997][Bustin
SA 2000].

3.4.2.2 Rodzina sond TagMan

Sondy z rodziny TagMan sg krétkimi oligonukleotydami,
wyznakowanymi dwoma barwnikami fluorescencyjnymi. Na koncu 5'
sondy znajduje sie tzw. reporter, bedacy standardowym barwnikiem
fluorescencyjnym, na przyktad pochodng fluoresceiny - 6-FAM. Koniec 3'
sondy wyznakowany jest natomiast tzw. wygaszaczem (ang. quencher).
Wygaszacz, dopodki znajduje sie w bliskiej odlegtosci na tej samej
czgsteczce co  reporter, skutecznie blokuje emisje  Swiatta
fluorescencyjnego [Heid CA i wsp. 1996][Bustin SA 2000].

W trakcie etapu przytgczania starterdw, rowniez sonda ulega
przytaczeniu do jednoniciowej czasteczki DNA. W trakcie elongaciji,
aktywnos¢ 5'-3' egzonukleazowa polimerazy Tag, powoduje odfgczenie
czgsteczki reportera od wygaszacza, co umozliwia pojawienie sie sygnatu
emisyjnego z czasteczki reportera. Catkowita fluorescencja jest wprost
proporcjonalna do ilosci uwolnionych czasteczek reportera, ktéra to z
kolei rosnie wraz z nagromadzaniem sie w reakcji sekwencji
komplementarnych do sekwencji sondy. Warto zauwazy¢, iz sonda ze
wzgledu na modyfikacje konca 3', nie ulega elongacji, nie stanowi zatem
niepotrzebnego startera [Holland PM i wsp. 1991][Heid CA i wsp. 1996]
[Bustin SA 2000].

Nazwa TagMan jest nawigzaniem do znanej gry komputerowej
PacMan, jako ze mechanizm aktywnosci 5'-3' egzonukleazowej
polimerazy Taqg przypomina jedzenie ustawionych po sobie kulek,

bedacego elementem tej gry [Leutenegger CM 2001].
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Niewatpliwg przewaggq systemu TagMan nad niespecyficznymi
barwnikami jest mozliwos$¢ uzyskania bardzo wysokiej specyficznosci
reakcji oraz unikniecia niepozadanych sygnatéw czy wynikow fatszywie
dodatnich. System ten pozwala na uzycie wiecej niz jednej sondy w
reakcji, z ktérej kazda moze by¢ wyznakowana barwnikiem o innym
maksimum emisji. Pozwala to na amplifikacje wiecej niz jednego genu
jednoczes$nie oraz wspdlng analize ilosciowg kazdego z nich [Heid CA i
wsp. 1996][Lee LG I wsp. 1999][Bustin SA 2000].

Do wad tego systemu zaliczy¢ mozna wyzszg cene w poréwnaniu z
barwnikiem SYBR Green I, trudniejszgq optymalizacje reakcji, wynikajaca
z obecnosci minimum trzech oligonukleotyddw w mieszaninie reakcyjnej

oraz brak mozliwosci wykonania analizy temperatury topnienia.

3.4.2.3 sondy HybProbes

Mechanizm dziatania sond HybProbes opiera sie nha mechanizmie
FRET (ang. Forster/Fluorescence Resonance Energy Transfer),
polegajagcym na przekazywaniu energii z jednego fluoroforu na drugi
[Forster T 1948].

W reakcji real-time PCR stosuje sie dwie sondy, hybrydyzujgqce w
bliskiej odlegtosci od siebie. Sonda donorowa, zawiera na swoim koncu 3'
barwnik fluorescencyjny, ktdérego emitowane Swiatlo jest w stanie
wzbudzi¢ fluorescencje drugiego barwnika, znajdujgcego sie koncu 5'
sgsiadujgcej sondy, zwanej sondg akceptorowg. Barwnik na sondzie
akceptorowej emituje Swiatto o dtuzszej fali, niz to emitowane przez
sonde donorowg. Obecnosc¢ Swiatta o diugosci fali odpowiadajgcej swiattu
emitowanemu przez sonde akceptorowg $wiadczy o hybrydyzacji obydwu
sond do jednoniciowego, amplifikowanego fragmentu DNA [Bustin SA
2000][Mackay IM 2007].
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Do zalet tego systemu zaliczy¢ mozna najwyzszg, sposrod
wszystkich opisywanych systeméw specyficznos¢, mozliwos¢ amplifikacji
wiecej niz jednego genu jednoczesnie oraz mozliwos¢ wykonania analizy
temperatury topnienia. System ten zatem taczy podstawowe zalety
systemu SYBR Green i sond TagMan [Mackay IM 2007].

Wada sond HybProbes jest bardzo wysoka cena oraz jeszcze

wieksze, w poréwnaniu z systemem TagMan, problemy optymalizacyjne.

3.4.3 Normalizacja wynikow

Ilosciowe reakcje PCR w czasie rzeczywistym powalajg na ocene
pierwotnej ilosci matryc, ale tylko w przeliczeniu na objetos¢ wejsciowej
mieszaniny reakcyjnej, tzn. w przeliczeniu na reakcje. Przetozenie takiego
wyniku na poziom ekspresji w tkance badz w komodrkach wymaga
odpowiedniego punktu odniesienia [Bustin SA 2000]. Stosuje sie tutaj
dwie grupy metod normalizacyjnych.

Pierwszg z nich jest przeliczanie uzyskanego wyniku na ilos$¢
komoédrek, z ktorych RNA wyizolowano, badz tez na wejsSciowg mase
tkanki, uzytg do izolacji [Bustin SA 2000]. Niestety, nie zawsze mozliwe
jest okreslenie doktadnej wejsciowej ilosci komédrek, a z kolei przeliczanie
wyniku na mase niekoniecznie musi odwzorowywac badane procesy.

Drugg metoda, w duzym uproszczeniu, jest podzielenie uzyskanego
wyniku przez wartos¢ ekspresji tzw. genu referencyjnego, chociaz istnieje
tutaj kilka rdéznych procedur matematycznych [Pfaffl MW 2001]. Z
zatozenia, aktywnos$¢ transkrypcyjna takiego genu powinna pozostawac
niezmienna w warunkach przeprowadzanego eksperymentu. Pozwala to
wyeliminowaé wptyw rdznicy ilosci materiatu wejSciowego pomiedzy
probami, a takze wplyw wszystkich etapéw izolacji i przygotowania

materiatu do analizy, wliczajagc w to wielokrotne btedy pipetowania
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[Bustin SA 2000]. Geny referencyjne nalezg najczesciej do grupy gendéw

podstawowego metabolizmu komdrkowego (ang. housekeeping genes).

Dobdr genu referencyjnego jest kluczowym problemem, a niewtasciwa

decyzja moze powaznie wptyng¢ na koncowe wnioskowanie. Do

najczesciej stosowanych w reakcjach real-time PCR ludzkich gendéw

referencyjnych naleza:

dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego - GAPDH
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa - G6PD

biatko wigzace sie z TATA - TBP

beta-2-mikroglobulina - B2M

beta-glukuronidaza - GUSB

deaminaza porfobilinogenu - PBGD

fosforybozylotransferaza hipoksantynowo-guaninowa - HPRT
beta-aktyna - ACTB

kinaza fosfoglicerynianowa 1 - PGK1

[Eisenberg E i wsp. 2003][Bonnet-Duquennoy M i wsp. 2006][Zainuddin
A i wsp. 2008][Chantawibul S i wsp. 2012][Riemer AB i wsp. 2012]
[Santin AP i wsp. 2012].
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4. Cele pracy

Gtébwnym celem pracy byto ilosciowe okreslenie aktywnosci
transkrypcyjnej wybranych ludzkich endogennych sekwencji
retrowirusowych, tj. HERV-E pol, HERV-H (env 62), HERV-K eny,
HERV-K10 gag, HERV-R pol-env oraz HERV-W env, w jednojgdrzastych
komorkach krwi obwodowej a takze w skérze chorych na morfee i

poréwnanie jej z osobami zdrowymi.

Drugim celem byla ocena korelacji pomiedzy aktywnoscig
transkrypcyjng wybranych ludzkich endogennych sekwencji
retrowirusowych, tj. HERV-E pol, HERV-H (env 62), HERV-K eny,
HERV-K10 gag, HERV-R pol-env oraz HERV-W env, w grupie chorych na
morfee a wiekiem badanych, dtugoscig trwania choroby, wskaznikiem
LoSSI oraz mianem przeciwciat przeciwjgdrowych, a takze rdéznic w tej
aktywnosci pomiedzy ptciami oraz pomiedzy grupami z aktywng i

nieaktywng forma choroby.

Trzecim celem byto opracowanie skutecznego protokotu
oczyszczania RNA z wycinkow ludzkiej skory. Osiggniecie tego celu,
niezaleznie od jakosci pozostatych  wynikdow, pozwolitoby na
przeprowadzanie innych badan na tym niezwykle wymagajacym

materiale.
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5. Materiaty i metody

5.1 Grupy badawcze

Do badania jednojadrzastych komédrek krwi obwodowej witaczono 41
0sOb ze zdiagnozowang morfeg. W sktad tej grupy weszty 22 kobiety, 19
mezczyzn, w wieku od 9 do 81 lat, ze Srednig arytmetyczng wieku 44,1
lat. Odchylenie standardowe w tej grupie wyniosto 17,5 lat.

Grupe kontrolng stanowito 47 zdrowych ochotnikéw, w tym 35
kobiet oraz 12 mezczyzn, w wieku od 20 do 57 lat, ze s$rednig
arytmetyczng 33,0 lat. Odchylenie standardowe wyniosto 8,6 lat.

Wycinki skory z okolic chorobowo zmienionych zostaty pobrane od
36 pacjentéw chorych na morfee. W grupie tej znalazto sie 17 kobiet, 19
mezczyzn, w wieku od 9 do 81 lat, ze Srednig arytmetyczng 45,1 lat.
Odchylenie standardowe w tej grupie wyniosto 15,9 lat.

Grupe kontrolng stanowito 13 klinicznie zdrowych fragmentow
skory, pobranych od oso6b zdrowych oraz przy okazji zabiegéw
chirurgicznych. Grupe te stanowito 5 wycinkéw, pobranych od osdb
zdrowych, a takze fragmenty pobrane ze zdrowych margineséw,
pozyskanych po zabiegach mastektomii (4 wycinki), guza Slinianki (2
wycinki), guza migdatka (1 wycinek) oraz raka kolczystokomérkowego
skory (1 wycinek). W grupie tej znalazty sie tkanki pobrane od 6 kobiet, 7
mezczyzn, w wieku od 30 do 85 lat, ze Srednig arytmetyczng wieku 52,0
lat. Odchylenie standardowe w tej grupie wyniosto 17,4 lat.

Na badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Uchwaty nr 461/09
z dnia 06.05.2009 oraz nr 22/11 z dnia 13.01.2011). Wszystkie osoby

objete badaniem wyrazity zgode pisemna.
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5.2 Uzyskiwanie osocza oraz komorek

Krew zylng pobierano jatowo w warunkach ambulatoryjnych w ilosci
5-9 ml. Probowko-strzykawki (system Monovette, Sarstedt, Niemcy)
zawieraty EDTA, co zapobiegato krzepnieciu krwi i umozliwiato uzyskanie
komodrek. Komorki jednojadrzaste krwi obwodowej (PBMC) oraz osocze
uzyskiwano poprzez wirowanie krwi w gradiencie fikolu o gestosci 1,077
g/cm? (Histopaque Sigma Diagnostics, USA).

Poczatkowo Swiezg krew mieszano i doprowadzano do temperatury
pokojowej na rotatorze przez 15 minut. Nastepnie delikatnie naktadano ja
na fikol, doprowadzony wczesniej do temperatury pokojowej, w 15 ml
probéwce typu ,falkon” i wirowano przez 50 minut przy 800 g w
temperaturze 239C. Osocze przechowywano w temperaturze -30°C do
momentu wykonania badan. PBMC zbierano z otrzymanej warstwy
pomiedzy fikolem a osoczem, nastepnie przemywano w 1x stezonym
roztworze PBS i wirowano ponownie przez 10 minut przy 450 g w
temperaturze pokojowej. Supernatant ztozony z PBS, a takze resztek

fikolu i osocza odrzucano.

5.3 Pobieranie wycinkow skory

Wycinki skoéry, za wyjatkiem kilku z grupy kontrolnej, pobierano
skalpelemm przy znieczuleniu miejscowym. Nastepnie natychmiast
umieszczano je w probdéwkach, ktére w catosci zamrazano w ciektym
azocie. Do czasu wykonania izolacji RNA, wycinki przechowywano w

temperaturze -80°C.
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5.4 Wstepna izolacja RNA z jednojadrzastych komoérek krwi

obwodowej

Catkowite RNA izolowano przy uzyciu zmodyfikowanego protokotu
opisanego przez Chomczynskiego i Sacchi [Chomczynski P i wsp. 1987].

Odwirowane PBMC zalewano 1,0 ml odczynnika TriPure Isolation
Reagent (Roche Applied Science, Niemcy), po czym zamrazano Ww
temperaturze -30°C. Jest to czerwony, jednofazowy roztwor fenolu i
tiocyjanianu guanidyny. Pozwala on na izolacje RNA na zasadzie
ekstrakcji fenolem i chloroformem, przy zastosowaniu metody
opracowanego przez Chomczynskiego i Sacchi z pdzniejszymi
udoskonaleniami [Chomczynski P i wsp. 1987][Chomczynski P 1993].

W trakcie rozmrazania do temperatury pokojowej, proby
poddawano umiarkowanemu wytrzasaniu przez 5 minut. Nastepnie
dodawano 200 pl chloroformu i worteksowano, po czym wytrzasano w
temperaturze pokojowej przez 10 minut. W celu separacji fazy wodnej od
organicznej, préby wirowano przez 12 minut przy 12.000 g w
temperaturze 2°C. Do dalszych etapow pobierano 400 pjl gérnej,
przezroczystej fazy wodnej, natomiast reszte odrzucano.

Faze wodng przemywano w 500 ul izopropanolu, po czym catosc
zamrazano w temperaturze -80°C przez minimum jeden dzien, celem
zwiekszenia efektywnosci izolacji [Namyst J 2006]. Po rozmrozeniu na
lodzie proby wirowano przez 12 minut przy 12.000 g w temperaturze
2°C, po czym supernatant odrzucano, a osad zalewano 1 ml 75%
roztworu etanolu, rozcienczonego w wysokiej czystosci wodzie (DEPC)
pozbawionej RNAz. Po zworteksowaniu, proby wirowano przez 12 minut
przy 20.000 g w temperaturze 2°C.

Supernatant odciggano i odrzucano, natomiast osad suszono przez
10 minut w temperaturze 38°C na bloku grzewczym przy otwartych

probéwkach. Delikatnie podsuszony osad rozpuszczano w 20 pl wysokiej
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czystosci wodzie (DEPC) przez 15 minut w temperaturze 38°C na bloku
grzewczym przy zamknietych probowkach.

Wszystkie opisane w powyzszym podrozdziale procedury,
wymagajace otwierania probdéwek, wykonywane byty pod
wysterylizowanym wyciggiem. Do oczyszczenia i sterylizacji wyciggu
uzywano Swiatta UV, srodka dezynfekcyjnego na bazie propanolu Incidin
(Ecolab Europe GmbH, Niemcy), sSrodka do usuwania kwaséw
nukleinowych DNA-ExitusPlus (AppliChem, Niemcy) oraz szmatek do

usuwania RNAz - RNaseZap Wipes (Applied Biosystems, USA).

5.5 Wstepna izolacja RNA z wycinkéw skory

Wycinki skdry, przechowywane w -80°C, umieszczano bezposrednio
w 1,0 ml schtodzonego do temperatury 4°C odczynnika TriPure Isolation
Reagent, umieszczonego w 2,0 ml probdwce typu ,eppendorf”. Duze
wycinki byty najpierw ciete skalpelem na mniejsze fragmenty, nie
dopuszczajac do ich rozmrozenia. Masa poddawanego dalszej obrébce
wycinka nie przekraczata 10 mg.

W celu rozbicia wycinkdw skory, uzyto homogenizatora
mechanicznego typu ,rotor-stator” PRO200 (PRO Scientific Inc., USA) z
generatorem o S$rednicy 5 mm. Homogenizacja nastepowata w trzech
cyklach, kazdy trwajgcy 30 sekund, przy predkosci obrotowej rotora
9.000-11.000 rpm. Cykle te byty przedzielane chtodzeniem probowki na
lodzie. W celu unikniecia potencjalnie niezwykle niebezpiecznych
rozpryskdw odczynnikiem TriPure Isolation Reagent, zastosowano
specjalnie do tego celu skonstruowang komore, w ktorej umieszczano
probowke i koncowke generatora. Homogenizator w catosci umieszczano
pod wyciggiem. Zastosowano réwniez odpowiednig odziez ochronna.

Po procesie homogenizacji préby zamrazano w temperaturze -30°C.
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Przed podjeciem homogenizacji kolejnej probki, generator kazdorazowo
rozbierano, a jego elementy czyszczono ptynem Incidin, szmatkami
RNaseZap Wipes oraz wysokiej czystosci wodg (DEPC). Po homogenizacji
serii 24 tkanek, generator byt dodatkowo autoklawowany.

W trakcie rozmrazania, préby poddawano lekkiemu wytrzasaniu. Po
rozmrozeniu probdéwki, zawierajgce zhomogenizowang tkanke zawieszong
w odczynniku TriPure Isolation Reagent, wirowano przez 12 minut przy
20.000 g w temperaturze 2°C, celem usuniecia pozostatosci
nierozpuszczonej tkanki. 950 pl gdérnej warstwy supernatantu
przenoszono do nowej probowki zawierajgcej 200 ul chloroformu, a osad
odrzucano.

Kolejne etapy izolacji, do momentu wirowania prob, znajdujacych
sie w roztworze izopropanolu, byty identyczne jak w przypadku izolacji
RNA z jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej, opisanej powyzej. Ze
wzgledu na istotng ilos¢ zanieczyszczen, skutecznie uniemozliwiajgcych
uzyskanie dobrej jakosci matryc cDNA z wycinkéw skory, koniecznie byto
zastosowanie drugiej ekstrakcji fenolem i chloroformem.

Po pierwszym wirowaniu prob w roztworze izopopanolu,
supernatant odrzucano, natomiast osad zalewano 500 pl odczynnika
TriPure Isolation Reagent, worteksowano i poddano umiarkowanemu
wytrzasaniu w temperaturze pokojowej przez 5 min. Nastepnie dodawano
100 pl chloroformu, worteksowano, po czym wytrzasano w temperaturze
pokojowej przez 10 minut. W celu separacji fazy wodnej od organicznej,
proby wirowano przez 12 minut przy 12.000 g w temperaturze 2°C. Do
dalszych etapow pobierano 200 pl gdérnej, przezroczystej fazy wodnej,
natomiast reszte odrzucano.

Kolejne etapy izolacji, az do rozpuszczenia wstepnie oczyszczonego
RNA w 20 pl wysokiej czystosci wody (DEPC), byly identyczne jak w
przypadku procedury izolacji RNA z jednojadrzastych komoérek krwi

obwodowej.
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5.6 Ocena ilosci izolowanego RNA

Wyizolowane RNA oceniano przy uzyciu fluorymetru Qubit
(Invitrogen, USA) oraz zestawu Quant-iT RNA Broad Range BR Assay Kit,
dedykowanego do tego urzadzenia. Zestaw ten zawiera barwnik
fluorescencyjny, umozliwiajacy pomiar stezenia, dzieki preferencyjnemu
taczeniu sie do czasteczek RNA. Do pomiaru uzyto 1 pl rozpuszczonego
RNA, zgodnie z zaleceniami producenta. Ocenie poddano wszystkie préby
wyizolowanego RNA, pochodzace zaréwno z PBMC jak i z wycinkow skory.

Po pomiarze stezenia, a co za tym idzie i catkowitej ilosci
izolowanego RNA, wusuwano zanieczyszczenia DNA pochodzenia
genomowego. W przypadku niniejszych badan zanieczyszczenia takie sq
wysoce niepozadane, gdyz otwarte ramki odczytu (ORF), bedace celem
amplifikacji w reakcjach real-time PCR, z racji swego retrowirusowego
pochodzenia, nie zawierajg introndow. Oznacza to, ze poza szczegdlnymi
wyjatkami, sekwencja mRNA jest tutaj doktadnym odpowiednikiem
sekwencji genomowej, poniewaz nie dochodzi do wyciecia intronow (tzw.
splicingu). Nie da sie zatem wyeliminowa¢ amplifikacji matrycy
pochodzenia genomowego poprzez skrécenie czasu elongacji. Nie jest
rowniez mozliwe odréznienie prawidtiowych produktéw, ktérych matrycg
byto cDNA, od niepozadanych produktow, powstatych z matryc
genomowego DNA, metodami takim jak: zastosowanie swoistych sond,
analiza temperatury topnienia amplikonu, rozdziat w zelu agarozowym

czy sekwencjonowanie, poniewaz produkty te bedq identyczne.
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5.7 Usuwanie genomowego DNA

DNA genomowe usuwano zestawem DNA-free (Ambion, USA).
Zestaw ten zawiera rekombinowang forme bydlecej deoksyrybonukleazy I
(DNAza 1I). DNAza 1 jest endonukleazg, hydrolizujacq wigzania
fosfodiestrowe, tworzac oligonukleotydy posiadajace grupe 5'-
fosforanowg i 3'-hydroksylowg [Kunitz M 1950]. Enzym ten dziata na
jedno- i dwuniciowe DNA, chromatyne i hybrydy RNA:DNA, chociaz
najwyzsza aktywnosc¢ prezentuje w stosunku do dwuniciowgo DNA. Do
osiggniecia maksimum aktywnosci niezbedna jest obecnos$¢ kationow
Mg®* i Ca®* [Clark P i wsp. 1974][Junowicz E i wsp. 1973][Price PA 1975].
Wybor tego konkretnego zestawu podyktowany zostat dwoma kryteriami.

Po pierwsze, zestaw ten zawiera rekombinowang DNAze I, w
odrdéznieniu od zestawdw innych producentéw, w ktorych DNAza I jest
pochodzenia zwierzecego. Stosowanie rekombinowanych enzymoéw w
zasadzie catkowicie eliminuje mozliwos¢ wystgpienia zanieczyszczen
RNAzami, ktore w procesie izolacji RNA sg czynnikiem uwazanym za
najbardziej niepozadany i niebezpieczny, gdyz czesto doprowadzajg do
degradacji izolowanego RNA [Blackburn P 1979].

Po drugie, niezwykle istotnym problemem jest sposob dezaktywacji
DNAzy I juz po usunieciu DNA. Jezeli enzym ten nie zostanie
inaktywowany, bedzie niszczyt matryce cDNA, tworzone na etapie
odwrotnej transkrypcji, co skutecznie uniemozliwi poprawng analize
ekspresji, czy tez uzyskanie jakiegokolwiek pozytywnego wyniku w ogdle.
Do tej pory stosowano dwie metody inaktywacji DNAzy I. Pierwszg
stanowita ponowna ekstrakcja fenolem i chloroformem. Zaletg tej metody
jest niewatpliwie otrzymywanie RNA wyzszej czystosci, lecz niestety
procedura ta posiada wiele wad. Jest czasochtonna, kosztowna, a co
najwazniejsze wieloetapowa, co skutecznie ogranicza ilo$¢ izolowanego

RNA. Ocena skutecznosci tej metody, przeprowadzona w trakcie
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przygotowan do niniejszych badan, wykazata, ze catkowita ilos¢
izolowanego RNA spada mniej wiecej o potowe po drugiej ekstrakcji.
Drugg metodq jest inaktywacja cieplna. Metoda ta jest niepordéwnanie
szybsza i tansza. Jest rdéwniez jednoetapowa, co przektada sie
bezposrednio na ilos¢ uzyskanego materiatu. Niestety jest to metoda
dos¢ niebezpieczna dla izolowanego RNA, gdyz w wysokiej temperaturze
ulega ono szybkiej degradacji w obecnosci jonow  metali
dwuwartosciowych, przede wszystkim Mg?*. W procedurze inaktywacji
cieplnej stosuje sie zatem zwigzki chelatujgce takie jony, przede
wszystkim EDTA [Wiame I i wsp. 2000]. Nie daje to jednak catkowitej
gwarancji ochrony RNA, a dodanie EDTA moze negatywnie wptynac¢ na
reakcje odwrotnej transkrypcji i PCR, gdyz zwigzek ten chelatuje kationy
magnezu, ktdre sg niezbedne w tych etapach. Czesto wymagana jest
dodatkowa procedura optymalizacji stezenia kationdw magnezu w
reakcjach nastepujacych po inaktywacji cieplnej DNAzy I.

Zestaw DNA-free skutecznie eliminuje negatywne aspekty obu tych
metod. Po reakcji z DNAza I, dodaje sie specjalny nierozpuszczalny
odczynnik, inaktywujacy ten enzym w temperaturze pokojowej. Po
odwirowaniu, supernatant zawiera oczyszczone RNA, gotowe do reakcji
odwrotnej transkrypcji. Jest to najszybszy sposdb eliminacji DNAzy 1,
drozszy od metody inaktywacji cieplnej, lecz zdecydowanie tanszy i
bardziej wydajny niz stosowanie podwdjnej ekstrakcji.

Do reakcji usuwania DNA genomowego, pobierano 1 ug
wyizolowanego wczesniej RNA, chyba Zze nie udato sie uzyskac takiej
iloSci, co miato czasem miejsce, zwiaszcza w przypadku izolacji z
wycinkow skory. 1 ug jest ilosciqg optymalng dla zestawu odwrotnej
transkrypcji opisanej w dalszym podrozdziale. Do 1 ug RNA dodawano
wody do objetosci 17 ul, nastepnie dodawano 2 ul buforu do DNAzowania
i 1 ul DNAzy. Reakcje inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 minut,

po czym dodawano 2 pl odczynnika inaktywujacego DNAze, a nastepnie
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inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowej, lekko
wytrzasajac. Zawiesine wirowano przy 10.000 g przez 3 minuty, po czym
pobierano 11 pl supernatantu do reakcji odwrotnej transkrypciji.

Pozostatos¢ zachowywano do reakcji no-RT PCR.

5.8 Odwrotna transkrypcja

Do reakcji odwrotnej transkrypcji uzyto zestawu Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Applied Science, Niemcy). Zawiera on
rekombinowang, termostabilng odwrotng transkryptaze, dzieki czemu
reakcje mozna prowadzi¢ w wyzszej temperaturze, co zmniejsza ryzyko
niewtasciwego przepisywania sekwencji bogatych w pary G=C, w obrebie
ktérych czesto wystepujg struktury drugorzedowe. Zastosowana
odwrotna transkryptaza posiada réwniez aktywnos¢ RNAzy H, dzieki
czemu degradacji ulega RNA, obecne w nowopowstatych hybrydach
RNA:cDNA, pozostawiajac pojedyncze nici cDNA. Obecno$¢ hybryd
RNA:cDNA mogtaby negatywnie wptywaé na reakcje real-time PCR
[Roche Applied Science 2003].

Ze wzgledu na bardzo wysokie koszty, reakcji odwrotnej
transkrypcji nie przeprowadzano w sposéb jednoetapowy, jednoczesnie z
reakcjg real-time PCR (RT-qPCR), poniewaz wymaga to wykonania reakcji
ze specyficznym starterem, osobno dla kazdej oznaczanej sekwencii.
Zdecydowano sie zatem na dwuetapowq procedure z uzyciem losowych
starterow heksamerowych. Zastosowanie takich starteréw jest mniej
specyficzne niz starterow poli(dT), jednakze bywa koniecznie, gdy nie ma
sie pewnosci, czy dany transkrypt ulega w komédrkach poliadenylacji, co
miato miejsce w tym przypadku.

Do 11 pul roztworu zawierajgcego oczyszczone RNA dodawano

zalecang w instrukcji ilos¢ starteréw heksamerowych, po czym
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mieszanine poddawano wstepnej denaturacji w temperaturze 65°C przez
10 minut. W kolejnym etapie dodawano na lodzie bufor reakcyjny,
termostabilng, odwrotng transkryptaze, inhibitor RNAz, a takze
mieszanine trifosforandw deoksyrybonukleozyddw. Mieszanina ta nie
zawierata trifosforanu deoksyurydyny, co bylo istotne na pdzniejszym
etapie reakcji real-time PCR. Reakcje odwrotnej transkrypcji
przeprowadzono poprzez inkubacje mieszaniny reakcyjnej w
temperaturze pokojowej przez 10 minut, a nastepnie, w temperaturze
55°C przez 30 minut na bloku grzewczym. Reakcje zatrzymywano,
poprzez inaktywacje odwrotnej transkryptazy w procesie inkubacji w
temperaturze 85°C przez 5 minut, a nastepnie przeniesieniu reakcji na
l6d. Poniewaz matryc cDNA nie powinno sie rozmraza¢ wiecej niz raz,
gdyz moze to zanizy¢ ich ilos¢ w reakcji real-time PCR, mieszanine
rozdzielano na alikwoty i zamrozono w temperaturze -80°C w fabrycznie

sterylnych 0,6 ml probdéwkach typu ,,eppendorf”.

54



5 - Materiaty i metody

5.9 Real-time PCR

5.9.1 Termocykler

Do badan wykorzystano
termocykler LightCycler 2.0 firmy
Roche Applied Science. Jest to model
nowej generacji termocyklerow,
wykorzystywanych w real-time PCR.
Wykorzystuje on strumien powietrza
do ogrzewania mieszaniny reakcyjnej,
zamiast tradycyjnego metalowego
bloku. Gorace powietrze wttaczane
jest do komory, w ktorej znajdujg sie
szklane kapilary z  oznaczanym
materiatem. Kapilary majq bardzo
korzystny stosunek powierzchni do
objetosci. Uzycie takiego rozwigzania
pozwala na szybkie uzyskanie
docelowej wartosci temperatury
amplifikowanej préby a takze na
regulacje tempa zmiany temperatury
pomiedzy  poszczegdélnymi  fazami
cyklu.

Kapilary majg objetos¢ 20 ul,

llustracja 5.1: Termocykler LightCycler 2.0

Fot. Materialy wiasne.

Zustraqa 5.2: Kapilara 20 ul systemu
LightCycler 2.0
Fot. Materialy wlasne.

przy czym mozliwe jest zmniejszenie objetosci oznaczanej proby do 10 pl

bez straty jakosci oznaczenia. W niniejszych badaniach objetos¢

oznaczanych prob wynosita 10 pl, co pozwolito na wykonanie wiekszej

ilosci oznaczen. Kapilary skfadajg sie z trzech elementow:

55



5 - Materiaty i metody

— kapilary wtasciwej, wykonanej z bezbarwnego szkia, w ktérej po
zwirowaniu znajduje sie oznaczana proba,

— plastikowej nasadki, w ktérej uzytkownik umieszcza oznaczang probe,

— plastikowego stopera, ktéry nabija sie specjalnym narzedziem na

nasadke po natozeniu préby, co =zapobiega wyparowaniu préby i

zanieczyszczeniu innych kapilar.

W celu ztozenia reakcji kapilary

umieszcza sie W metalowych
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adapterach do wirowania, a nastepnie
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Blok umozliwia umieszczenie 32

kapilar i niezbednych odczynnikéw

blisko siebie oraz utrzymanie ich w [|fustracias.3: Blok chlodzacy wraz z
adapterami do wirowania

niskiej temperaturze na czas skfadania Fot. Materialy wlasne.

reakcji.

Po ztozeniu reakcji i zwirowaniu, kapilary umieszcza sie w rotorze,
ktéry nastepnie nakfada sie na komore termocyklera. Pod komorg
znajduje sie uktad optyczny, sktadajacy sie z ukitadu wzbudzajacego,
generujgcego Swiatto o diugosci fali 470 nm oraz Swiattowoddw,
przesyfajacych sygnat fluorescencyjny z poszczegdlnych kapilar do
szesciu detektorow, absorbujacych Swiatto o diugosci fali 530, 560, 610,
640, 670 i 710 nm. Ukfad optyczny jest w stanie wzbudzaé i absorbowac
Swiatto kazdorazowo tylko z jednej kapilary, dlatego rolg rotora jest

umieszczanie poszczegoélnych kapilar nad ukfadem optycznym przed
kazdym pomiarem.
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5.9.2 Wybdr systemu detekciji

Termocykler Light Cycler 2.0 moze by¢ stosowany przy uzyciu
roznych systeméw detekcji. Zasadniczg kwestig byt wyboér najlepszego
systemu dla opisywanych badan. Wyboér ten oparty byt na trzech
parametrach: specyficznosci, mozliwosci wykonania analizy topnienia
oraz cenie. Rozpatrywano trzy mozliwosci, opisane w podrozdziale 3.4.2:
barwnik SYBR Green I, sondy hydrolizujgze TagMan oraz sondy
HybProbe.

Wysoka specyficznos¢ reakcji PCR jest jednym z najwazniejszych
parametréw, branych pod uwage przy ich projektowaniu. Specyficznosc
te uzyskuje sie przede wszystkim prawidiowg sekwencjg starteréow i
odpowiednimi warunkami ich przytgczania, ale mozna jg dodatkowo
zwiekszy¢ stosujgc sonde lub sondy fluorescencyjne, przytaczajace sie
pomiedzy starterami.

Poniewaz geny pochodzenia retrowirusowego mutujg szybciej niz
inne, nie mogg podlegac duzej presji selekcyjnej. Wynikiem tych mutacji
jest wysoka zmienno$¢ osobnicza zaréwno pod wzgledem sekwencji
poszczegdlnych kopii jak i ich liczby [Zwolinska K 2006]. Wybdér zbyt
wysoce specyficznego systemu, opierajgcego sie na sondach
hydrolizujgcych lub HybProbe, mégiby przetozyé sie na wyniki fatszywie
ujemne w przypadku nieistotnych mutacji punktowych w regionie
komplementarnym dla sond. Warto zwréci¢ uwage na fakt, ze wiedza
dotyczaca polimorfizmdéw pojedynczych nukleotydow (tzw. SNP-6w) w
obrebie sekwencji niegenowych genomu ludzkiego jest na dzien dzisiejszy
bardzo ograniczona.

Ze wzgledu na mozliwg duzg zmiennos¢ osobniczg, wynik kazdej
reakcji nalezato poddacd kontroli jakosci. Przy tak wielkiej liczbie reakcji
sekwencjonowanie bytoby nieoptacalne, natomiast elektroforeza w zelach

agarozowych bardzo czasochtonna. Zdecydowano sie zatem na kontrole
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w postaci analiz temperatury topnienia. Tylko dwa systemy detekcji
umozliwiajg takg analize: barwnik SYBR Green I oraz sondy HybProbe.

Najtanszym systemem detekcji jest SYBR Green I, natomiast ceny
sond hydrolizujgcych nie wykluczaty uzycia ich w tym projekcie. Ceny
sond HybProbe wykraczaty poza mozliwosci finansowe tego projektu.

Biorgc pod uwage wszystkie czynniki, w niniejszym projekcie
zdecydowano sie na uzycie barwnika SYBR Green I jako systemu
detekcji, majac na uwadze fakt, iz system ten nie pozwala na
jednoczesng estymacje genu oznaczanego z referencyjnym w jednej
kapilarze.

W niniejszych badaniach uzyto komercyjnego zestawu LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Applied Science, Niemcy).
Jest to zestaw dedykowany do uzytego termocyklera, zawiera barwnik
SYBR Green I, bufor reakcyjny, chlorek magnezu, mieszanine
deoksyrybonukleotydow (w tym trifosforan deoksyurydyny zamiast
trifosforanu deoksytymidyny), wode, a takze termostabilng, chemicznie
modyfikowang, rekombinowang DNA zalezng polimeraze DNA typu Taqg.
Polimeraza ta nie wykazuje aktywnosci przed inkubacja w wysokiej
temperaturze, dzieki czemu mozna ja doda¢ juz przed etapem
denaturacji wstepnej, co z kolei zapobiega koniecznosci otwierania kapilar

i dodawania polimerazy w trakcie trwania programu termocyklera.

5.9.3 Gen referencyjny

Wybdér metody standaryzacji ekspresji genu oznaczanego jest
jednym z najwazniejszych w catym procesie projektowania reakcji.
Najczesciej poziom ekspresji genu oznaczanego odnosi sie do poziomu
ekspresji tzw. genu referencyjnego. Jest to gen, ktérego poziom ekspres;ji

jest mozliwie niezmienny w oznaczanej tkance, a takze w obliczu
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zmiennej niezaleznej danego eksperymentu (w tym przypadku obecnosci
lub braku morfei). Wybo6r niewtasciwego genu moze skutkowacd
zawyzonymi, lub zanizonymi wynikami.

W niniejszej pracy uzyskane wyniki wyrazono w liczbie kopii
transkryptu genu oznaczanego w przeliczeniu na milion kopii transkryptu
referencyjnego genu dehydrogenazy gliceraldehydo-3-fosforanowej
(GAPDH), nalezacego do grupy genow podstawowego metabolizmu
komorkowego (tzw. housekeeping genes) [Eisenberg E i wsp. 2003]
[Namyst J 2006].

Jest to jeden z najczesciej stosowanych gendéw referencyjnych.
Charakteryzuje sie wysoka i wzglednie stabilng ekspresjg w wiekszosci
tkanek, niezalezng od ptci [Barber RD 2005].

W badaniach nad PBMC udowodniono, ze poziomy ekspresji kilku
sekwencji HERV oraz cytokin w przeliczeniu na milion kopii transkryptu
genu GAPDH oraz w przeliczeniu na milion komorek korelujg ze sobg
znaczgco W ftuszczycy, twardzinie ukfadowej oraz u osob zdrowych
[Namyst ] 2006]. Badania te potwierdzajg zasadnos$¢ zastosowania
metody standaryzacji ekspresji w odniesieniu do poziomu ekspresji genu
GADPH w chorobach tkanki tacznej w PBMC.

Gen ten opisywany byt rowniez w literaturze jako adekwatny w
badaniach biopsji skéry [Zainuddin A i wsp. 2008][Bonnet-Duquennoy M i
wsp. 2006].
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5.9.4 Startery

Startery do reakcji real-time PCR projektowano kierujgc sie kilkoma
istotnymi zatozeniami.

Po pierwsze, optymalna dlugos$¢ amplikonu przy wykorzystaniu tej
technologii powinna by¢ o wiele mniejsza niz w tradycyjnych reakcjach
PCR. Diugosc¢ okoto stu par zasad pozwala na skrocenie czasu reakcji, co
z kolei umozliwia eliminacje powstawania dtugich, niespecyficznych
amplikonéw, zwiaszcza pochodzenia DNA genomowego. Krétki amplikon
pozwala takze na bardziej efektywne wykorzystanie trifosforandéw
nukleozydow. Kolejnym powodem stosowania krétkich amplikonéw jest
fakt, ze ewentualne mutacje majgq wiekszg szanse wptyna¢ na profil
topnienia tego amplikonu, innymi stowy poprawia to specyficzno$¢ analizy
topnienia.

Po drugie, temperatura topnienia starterow powinna by¢ jak
najbardziej zblizona do siebie. Jest to strategia stosowana przy
projektowaniu wiekszosci reakcji PCR. Pozwala ona na doktadng
optymalizacje wartosci temperatury przytaczania sie starteréw, ustawiong
w programie termocyklera, wzgledem ich temperatur topnienia.
Ustawienie zbyt wysokiej wartosci bedzie skutkowa¢ brakiem
przytaczana, zbyt niskiej natomiast przytgczaniem niespecyficznym. Jesli
startery, uzyte w tej samej reakcji, beda przytacza¢ sie w roznych
temperaturach, uzytkownik bedzie zmuszony obnizy¢ wartosé
temperatury przytagczania w programie termocyklera do poziomu startera
O nizszej temperaturze przytgczania, co spowoduje zmniejszenie
specyficznosci przytaczania sie drugiego startera.

W trakcie projektowania starteréw postuzono sie sekwencjami z
internetowej bazy danych zawierajgcej sekwencje HERV - Retrosearch.dk
[Villesen P i wsp. 2004], a takze z bazy danych GenBank i Ensembl. Dane

dotyczace uzytych starterow umieszczono w tabeli 5.1.
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Dane referencyjne

Zrodlo sekwencji

starterow

Retrosearch:
Orf ID: 8435
HERV-E pol F GTC ATT TGT ATT CTA CCG GAG HERV ID: 1109
Chr. Xq21.32 Projekt wlasny
HERV-E pol R AAT ACT GCA AAG TTT GGG AC GenBank:
AY208746.1
AL023280.1
Retrosearch:
Orf ID: 82113
HERV-H (env62) F TAT GTC ATC CTC TAC CTC TCC C HERV ID: 10816
X Projekt wlasny
HERV-H (env62) R | CCA GCA GTT GTT CAC TAA GGA Chr. 2Q24.3
GenBank:
AJ289709.1
Retrosearch:
HERV-K env F CACTTG GGT TAA GAC CATTGG A Orf ID: 204173 )
i Projekt wtasny
HERV-K env R GGA GCT GTT GAG TAC ACC TG HERV ID: 29013
Chr. 8p23.1
GenBank:
HERV-K 10 gag F GTA ATG GCT CAG TCAACG CA M14123
[Namyst J. 2006]
HERV-K10 gag R GCC CCA TTA ATT CTG GAC CT 5q33.3
[Ono M 1986]
HERV-R pol-env F GGG CCA ATT ATG CTT ACC AA GenBank:
M12140 [Namyst J. 2006]
HERV-R pol-env R ATG GGC TGA TCT GGC TCT AA Chr. 7q11.2
HERV-W env F TCA TAT CTA AGC CCC GCA AC GenBank:
AF072506.2 [Namyst J. 2006]
HERV-W env R GAG GTT GTG ATA CCG CCA AT 7q21.2
GAPDH F CTG CAC CAC CAA CTG CTT AG Ensembl:
ENST00000229239 | [NamystJ. 2006]
GAPDH R TTC TGG GTG GCA GTG ATG

Chr. 12p13.31

Tabela 5.1: Startery uzyte w badaniu

5.9.5 Amplikony

Do obliczenia liczby kopii amplikonu dodawanej do kazdej reakcji

niezbedna jest jego masa czgsteczkowa. Mase czgsteczkowg sekwencji

DNA mozna obliczy¢ na podstawie jej sekwencji. Czestg strategig jest

przyjecie Sredniej masy czasteczkowej dowolnej pary zasad réwnej 660
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daltonom i przemnozenie tej wartosci przez liczbe par zasad amplikonu
[Sambrook ], Russell DW 2006][Stephenson FH 2010]. Jest to podejscie
obarczone pewnym btedem, jako Zze wartos¢ ta jest zawyzona, a co
wiecej takie usrednianie moze wprowadzi¢ btad, w przypadku gdy
stosunek ilosci par A=T do G=C w amplikonie znaczgco odbiega od 1:1.
Problem ten nie jest jednak tak powazny, jak mogtoby sie poczatkowo
wydawac, gdyz koncowy wynik poziomu ekspresji wyrazamy jako
stosunek liczby transkryptéw genu oznaczanego do liczby transkryptéow
genu referencyjnego, co wymaga de facto matematycznego skrdcenia
jednostek mas czgsteczkowych, wyrazonych w daltonach. Jezeli dtugosci
amplikondw genu oznaczanego i referencyjnego oraz ich stosunki ilosci
par A=T do G=C sa zblizone, to stosunek masy czasteczkowej genu
oznaczanego do masy czasteczkowej genu referencyjnego bedzie bliski
1:1, niezaleznie od metody obliczania. Istotnym jest zatem, by stosowac

te samg metode do obliczania obydwu mas.

W tym przypadku mase czasteczkowq obliczono mozliwie doktadnie,

uzywajqc wzoru:

Masa amplikonu [Da] = (2 par A=U x 603,38) + (X par G=C x 618,39) — 123,92

Wartosci mas czasteczkowych dla poszczegdlnych nukleotyddéw
zaczerpnieto z programu komputerowego OligoCalc: Oligonucleotide
Properties Calculator v. 3.26. Powyzszy wzdr zawiera poprawke na
obecnos¢ grup deoksyrybouracylowych zamiast deoksyrybotymidynowych
w syntetyzowanych w reakcji PCR fragmentach DNA. Nie zawiera
natomiast poprawki na brak tejze modyfikacji w sekwencjach starteréw,
ktére syntetyzowane byly przy uzyciu deoksyrybonukleotydéw
tymidynowych.

Startery do reakcji PCR, podobnie jak inne oligonukleotydy,
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syntetyzuje sie w kierunku 3'-5', czyli odwrotnym do naturalnie
wystepujacego w przyrodzie. Po zakonczeniu syntezy koniec 5' nie
posiada grupy fosforanowej, jedynie zas grupe hydroksylowg [Brown DM
1993][Sallamand C i wsp. 2012], stad tez poprawka w wysokosci -123,92
Da, odzwierciedlajgca zamiane grupy fosforanowej na hydroksylowg na

obydwu niciach amplikonu. Teoretyczne masy czasteczkowe amplikonéw

umieszczono w ponizszej tabeli.

Nazwa sekwencji Dlugosé amplikonu [pz] Masa amplikonu [Da]
HERV-E pol 101 61552,95
HERV-H (env62) 101 61567,96
HERV-K env 104 63243,01
HERV-K10 gag 103 62594,60
HERV-R pol-env 98 59577,70
HERV-W env 103 62774,72
GAPDH 105 64086,55

Tabela 5.2: Wiasciwosci amplifikowanych sekwencji

5.9.6 Optymalizacja reakcji real-time PCR

Optymalizacje reakcji real-time PCR wykonywano na wybranej
matrycy cDNA i obejmowata ona zasadniczo trzy parametry.

Pierwszym parametrem bytla temperatura przytgczania starterow.
Ze wzgledu na brak mozliwosci ustawienia gradientu tego parametru w
uzytym termocyklerze, wykonywano osobne reakcje dla kazdej zadanej
temperatury przytgczana starterow. Wartosci testowanych wartosci dla
wszystkich sekwencji znajdowaty sie w przedziale 54-60°C.

Drugim parametrem byto stezenie jonow Mg?*. W przypadku
polimerazy Tag, jony te podaje sie z postaci roztworu chlorku magnezu.

W uzytym zestawie, w przypadku niedodania roztworu chlorku magnezu,
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stezenie dwuwartosciowych jondw magnezu w mieszaninie reakcyjnej
wynosito 1 mM. Dodanie 1,6 pl 25mM roztworu skutkowato koncowym
stezeniem 5 mM, przy objetosci reakcji wynoszacej 10 pl.

Kohncowym parametrem, ktory podlegat optymalizacji, byt czas
elongacji. Zgodnie z instrukcjg, szybkos¢ syntezy nowej nici dla uzytej w
zestawie polimerazy Tag wynosi 25 par zasad na sekunde. Poniewaz
oprogramowanie termocyklera pozwala na zmiane czasu elongacji co
jedng sekunde, zmiana tego parametru o minimalny czas stanowi az ok.
25% catkowitego czasu elongacji w przypadku powielanych amplikonéw.
Okazato sie, ze pieciosekundowy czas elongacji jest optymalny dla
wszystkich amplifikowanych w tych badaniach sekwencji.

Odpowiednie wartosci powyzszych parametrow dobierano na
podstawie wyniku analizy temperatury topnienia amplikonu oraz
elektroforezy = amplifikowanych fragmentow. Dokfadne wartosci
parametréw reakcji podane sg w podrozdziale 5.9.8.

W przypadku opisywanych reakcji nie =zaistniata koniecznosc

optymalizacji innych parametréw takich jak:

— stezenie starteréw

— czas denaturacji wstepnej
— czas przytaczania starteréw
— temperatura elongacji

— czas i temperatura denaturacji
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5.9.7 Minimalizacja zanieczyszczen przenoszonych z poprzednich

reakcji

Zmagania z wynikami fatszywie dodatnimi sg jednym z
najistotniejszych problemoéw w laboratoriach PCR. Jednym ze zrddet tego
typu zanieczyszczen sgq amplikony, pochodzace z poprzednich reakcji
PCR tego samego typu. Problem ten uwidacznia sie najczesciej w
sytuacjach, kiedy w danym laboratorium przeprowadza sie wiele reakcji
na tych samych starterach, a takze gdy reakcje sktada sie w tym samym
pomieszczeniu, w ktérym znajduje sie termocykler i w ktéorym pracuje sie
na juz zsyntetyzowanych produktach reakcji PCR, co poteguje
prawdopodobienstwo przeniesienia starego amplikonu do nowej reakcji.
W przypadku opisywanych badan warunki te byty niestety spetnione.

Enzym uracylo-N-glikozylaza (UNG) hydrolizuje  wigzania
N-glikozydowe pomiedzy grupg uracylowg a deoksyrybozg w DNA,
nienaturalnie zawierajgcym uracyl zamiast tyminy, lub ich mieszanine
[Lindahl T i wsp. 1977]. Aktywnos¢ ta bezpowrotnie niszczy informacje
zapisane w DNA oraz uniemozliwia amplifikacje takiego materiatu. Dzieki
zastosowaniu tego enzymu, mozliwa jest minimalizacja fatszywie
dodatnich wynikéw, pochodzacych z wczesniej przeprowadzonych reakcji
PCR [Longo MC 1990].

Poniewaz zastosowany zestaw LightCycler FastStart DNA Master
SYBR Green I zawiera trifosforan deoksyurydyny zamiast trifosforanu
deoksytymidyny, w syntetyzowanym przy jego uzyciu amplikonie nie
wystepuje tymina, lecz uracyl (pomijajac odcinki starterowe).

Z drugiej strony matryca cDNA, uzyta do reakcji real-time PCR,
syntetyzowana jest z zastosowaniem tradycyjnej mieszanki trifosforanow
nukleozydodw, dlatego koncowy produkt nie zawiera grup uracylowych.

Wszystkie reakcje real-time PCR w opisywanych badaniach, do

ktérych uzyto matryc cDNA, zostaty poprzedzone inkubacjg z uracylo-N-

65



5 - Materiaty i metody

glikozylazg w temperaturze 50°C przez 4 minuty. Inkubacje te
przeprowadzano w termocyklerze, przed etapem denaturacji wstepnej,
ktéra dla opisywanego enzymu stanowita etap inaktywacji. Do kazdej
proby na etapie sktadania reakcji real-time PCR dodawano 0,1 jednostki
uracylo-N-glikozylazy, izolowanej z komodrek bakterii Escherichia coli
(Fermentas, USA).
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5.9.8 Warunki reakciji real-time PCR

W ponizszych podrozdziatach przedstawiono doktadne warunki
reakcji real-time PCR, zaréwno pod wzgledem sktadu mieszaniny

reakcyjnej jak i programu termocyklera.

5.9.8.1 HERV-E pol

Komponent Dodana ilosé Steienie koncowe
H,O 4,4 ul nd.
MgCl, 1,5 ul 4,75 mM
Fast-Start Reaction Mix 1,0 pl nd.
Starter F 1,0 pl 0,5 uM
Starter R 1,0 ul 0,5 uM
uracylo-N-glikozylaza 0,1 ul 0,1 jedn./10 pul
Matryca cDNA 1,0 pl nd.
Suma: 10,0 ul

Tabela 5.3: Sktad mieszaniny reakcyjnej dla sekwencji HERV-E pol

Temperatura Pomiar
Etap glowny Liczba cykli Segment
docelowa fluorescencji
Inkubacja UNG 1 - 50°C 4 min. brak
Denaturacja wstepna 1 - 95°C 10 min. brak
Denaturacja 95°C 10s brak
Amplifikacja 45 Przylaczanie 57°C 8 s brak
starterow
Elongacja 72°C S5s pojedynczy
Denaturacja 95°C 0s brak
Analiza topnienia 1 Przylgczaple 72°C I5s brak
amplikonéw
Topnienie 95°C (0,1°C/s) 0s ciagly
Chlodzenie 1 - 50°C 30s brak

Tabela 5.4: Parametry programu termocyklera dla sekwencji HERV-E pol
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5.9.8.2 HERV-H (env 62)

Komponent Dodana ilos¢ Steienie koricowe
H,O 5,1 ul nd.
MgCl, 0,8 ul 3,00 mM
Fast-Start Reaction Mix 1,0 pl nd.
Starter F 1,0 pl 0,5 uM
Starter R 1,0 ul 0,5 uM
uracylo-N-glikozylaza 0,1 ul 0,1 jedn./10 pl
Matryca cDNA 1,0 pl nd.
Suma: 10,0 ul

Tabela 5.5: Sktad mieszaniny reakcyjnej dla sekwencji HERV-H (env 62)

Temperatura Pomiar
Etap gtowny Liczba cykli Segment Czas
docelowa fluorescencji
Inkubacja UNG 1 - 50°C 4 min. brak
Denaturacja wstgpna 1 - 95°C 10 min. brak
Denaturacja 95°C 10s brak
Amplifikacja 45 Przylaczanie 54°C 8s brak
starterow
Elongacja 72°C 5s pojedynczy
Denaturacja 95°C 0s brak
Analiza topnienia 1 Przyigczaple 72°C 15s brak
amplikonow
Topnienie 95°C (0,1°C/s) 0s ciagly
Chlodzenie 1 - 50°C 30s brak

Tabela 5.6: Parametry programu termocyklera dla sekwencji HERV-H (env 62)
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5.9.8.3 HERV-K env

Komponent Dodana ilos¢ Steienie koricowe
H.O 5,5 ul nd.
MgCl, 0,4 pul 2,00 mM
Fast-Start Reaction Mix 1,0 pl nd.
Starter F 1,0 pl 0,5 uM
Starter R 1,0 ul 0,5 uM
uracylo-N-glikozylaza 0,1 ul 0,1 jedn./10 pl
Matryca cDNA 1,0 pl nd.
Suma: 10,0 ul

Tabela 5.7: Sktad mieszaniny reakcyjnej dla sekwencji HERV-K env

Temperatura Pomiar
Etap glowny Liczba cykli Segment
docelowa fluorescencji
Inkubacja UNG 1 - 50°C 4 min. brak
Denaturacja wstepna 1 - 95°C 10 min. brak
Denaturacja 95°C 10s brak
Amplifikacja 45 Przyla,cz’ame 59°C 8s brak
starterow
Elongacja 72°C 5s pojedynczy
Denaturacja 95°C 0s brak
Analiza topnienia 1 Przylgczal?le 72°C I5s brak
amplikonow
Topnienie 95°C (0,1°C/s) 0s ciagly
Chtodzenie 1 - 50°C 30s brak

Tabela 5.8: Parametry programu termocyklera dla sekwencji HERV-K env
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5.9.8.4 HERV-K10 gag

Komponent Dodana ilos¢ Steienie koricowe
H,O 5,1 ul nd.
MgCl, 0,8 ul 3,00 mM
Fast-Start Reaction Mix 1,0 pl nd.
Starter F 1,0 pl 0,5 uM
Starter R 1,0 ul 0,5 uM
uracylo-N-glikozylaza 0,1 ul 0,1 jedn./10 pl
Matryca cDNA 1,0 pl nd.
Suma: 10,0 ul

Tabela 5.9: Sktad mieszaniny reakcyjnej dla sekwencji HERV-K10 gag

Temperatura Pomiar
Etap glowny Liczba cykli Segment
docelowa fluorescencji
Inkubacja UNG 1 - 50°C 4 min. brak
Denaturacja wstepna 1 - 95°C 10 min. brak
Denaturacja 95°C 10s brak
Amplifikacja 45 Przyla,cz’ame 59°C 8s brak
starterow
Elongacja 72°C 5s pojedynczy
Denaturacja 95°C 0s brak
Analiza topnienia 1 Przylgczal?le 72°C I5s brak
amplikonow
Topnienie 95°C (0,1°C/s) 0s ciagly
Chtodzenie 1 - 50°C 30s brak

Tabela 5.10: Parametry programu termocyklera dla sekwencji HERV-K10 gag
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5.9.8.5 HERV-R pol-env

Komponent Dodana ilos¢ Steienie koricowe
H,O 5,1 ul nd.
MgCl, 0,8 ul 3,00 mM
Fast-Start Reaction Mix 1,0 pl nd.
Starter F 1,0 pl 0,5 uM
Starter R 1,0 ul 0,5 uM
uracylo-N-glikozylaza 0,1 ul 0,1 jedn./10 pl
Matryca cDNA 1,0 pl nd.
Suma: 10,0 ul

Tabela 5.11: Sktad mieszaniny reakcyjnej dla sekwencji HERV-R pol-env

Temperatura Pomiar
Etap glowny Liczba cykli Segment
docelowa fluorescencji
Inkubacja UNG 1 - 50°C 4 min. brak
Denaturacja wstepna 1 - 95°C 10 min. brak
Denaturacja 95°C 10s brak
Amplifikacja 45 Przyla,cz’ame 54°C 8s brak
starterow
Elongacja 72°C 5s pojedynczy
Denaturacja 95°C 0s brak
Analiza topnienia 1 Przylgczal?le 72°C I5s brak
amplikonow
Topnienie 95°C (0,1°C/s) 0s ciagly
Chtodzenie 1 - 50°C 30s brak

Tabela 5.12: Parametry programu termocyklera dla sekwencji HERV-R pol-env
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Komponent Dodana ilos¢ Steienie koricowe
H,O 4,4 ul nd.
MgCl, 1,5 ul 4,75 mM
Fast-Start Reaction Mix 1,0 pl nd.
Starter F 1,0 pl 0,5 uM
Starter R 1,0 ul 0,5 uM
uracylo-N-glikozylaza 0,1 ul 0,1 jedn./10 pl
Matryca cDNA 1,0 pl nd.
Suma: 10,0 ul

Tabela 5.13: Skiad mieszaniny reakcyjnej dla sekwencji HERV-W env

Temperatura Pomiar
Etap glowny Liczba cykli Segment
docelowa fluorescencji
Inkubacja UNG 1 - 50°C 4 min. brak
Denaturacja wstepna 1 - 95°C 10 min. brak
Denaturacja 95°C 10s brak
Amplifikacja 45 Przyla,cz’ame 54°C 8s brak
starterow
Elongacja 72°C 5s pojedynczy
Denaturacja 95°C 0s brak
Analiza topnienia 1 Przylgczal?le 72°C I5s brak
amplikonow
Topnienie 95°C (0,1°C/s) 0s ciagly
Chtodzenie 1 - 50°C 30s brak

Tabela 5.14: Parametry programu termocyklera dla sekwencji HERV-W env
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5.9.8.7 GAPDH

Komponent Dodana ilosé Steienie koncowe
H,O 4,4 ul nd.
MgCl, 1,5 ul 4,75 mM
Fast-Start Reaction Mix 1,0 ul nd.
Starter F 1,0 ul 0,5 uM
Starter R 1,0 pl 0,5 uM
uracylo-N-glikozylaza 0,1 ul 0,1 jedn./10 pl
Matryca cDNA 1,0 ul nd.
Suma: 10,0 pl

Tabela 5.15: Sktad mieszaniny reakcyjnej dla sekwencji GAPDH

Temperatura Pomiar
Etap gtowny Liczba cykli Segment
docelowa fluorescencji
Inkubacja UNG 1 - 50°C 4 min. brak
Denaturacja wstepna 1 - 95°C 10 min. brak
Denaturacja 95°C 10s brak
Amplifikacja 45 Przyiqcz’ame 59°C 8s brak
starterow
Elongacja 72°C S5s pojedynczy
Denaturacja 95°C 0s brak
Analiza topnienia 1 Przylgczaple 72°C I5s brak
amplikonoéw
Topnienie 95°C (0,1°C/s) 0s ciagly
Chlodzenie 1 - 50°C 30s brak

Tabela 5.16: Parametry programu termocyklera dla sekwencji GAPDH

Jak juz wspomniano, nie dodawano uracylo-N-glikozylazy do reakcji
namnazania matryc, majacych stuzy¢ do wykreslenia krzywych
standardowych i jako standardy. W tym przypadku brakujaca objetos¢
zastgpiono wodg, natomiast program  termocyklera  pozostat

niezmieniony.
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5.9.9 Koncowa ocena czystosci RNA - reakcje no-RT

Czystos¢ izolowanego RNA, a co za tym idzie rowniez
syntetyzowanych w reakcji odwrotnej transkrypcji matryc cDNA, oceniano
poddajac RNA reakcji no-RT PCR (ang. no reverse
transcription/transcriptase). Polegata ona na uzyciu 1 pl oczyszczonego
RNA do reakcji real-time PCR ze starterami i warunkami reakcji,
stosowanymi do analizy genu GAPDH. Ocenie poddano wszystkie
oczyszczone préoby RNA.

Czyste RNA nie powinno zawiera¢ pozostatosci genomowego DNA,
dlatego wynikiem oczekiwanym byt brak amplifikacji. W przypadku
zaistnienia amplifikacji, jej punkt Cp przyrownywano do krzywej
standardowej dla genu GAPDH, a takze pordéwnywano profil analizy
temperatury topnienia amplikonu. Probe uznawano za czystg, jesli
otrzymany wynik byt mniejszy niz 1 kopia na reakcje lub otrzymany profil
analizy temperatury topnienia amplikonu znaczaco odbiegat od
standardowo otrzymywanego. W innych przypadkach RNA poddawano

doczyszczaniu.

5.9.10 Estymacija ilosci transkryptow w badanym materiale

W niniejszym badaniu poziom ekspresji wyrazano jako bezwzgledng
wartos¢ ilosci transkryptow genu oznaczanego, podzielong przez ilos¢
transkryptow genu referencyjnego. W celu wykonania takiego
oznaczenia, niezbedne sa krzywe standardowe, osobne dla kazdego
oznaczanego genu oraz dla genu referencyjnego. Wykonano je przy
uzyciu matryc, bedacych dziesieciokrotnymi rozcienczeniami roztworéw,
zawierajacych znana liczbe kopii amplikonu.

Celem uzyskania takiego roztworu, dany amplikon namnazano w
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reakcji real-time PCR, a nastepnie mieszanine reakcyjng oczyszczano
przy uzyciu komercyjnego zestawu innuPREP PCRpure Kit (Analytik Jena,
Niemcy), zgodnie z zaleceniami producenta. Zestaw ten pozwala oczyscic¢
mieszanine reakcyjng z resztek starteréw, barwnikéw fluorescencyjnych,
soli i trifosforandw nukleozydéw, pozostawiajgc wysokiej czystosci
amplikony.

Nastepnie wykonywano oznaczenie stezenia DNA w roztworze przy
uzyciu wspomnianego wyzej fluorymetru Qubit (Invitrogen, USA) oraz
zestawu Quant-iT dsDNA Broad Range BR Assay Kit, dedykowanego do
tego urzadzenia. Zestaw ten zawiera barwnik fluorescencyjny,
umozliwiajacy pomiar stezenia, dzieki preferencyjnemu faczeniu sie do
czagsteczek DNA. Do pomiaru uzyto 1 pl oczyszczonego roztworu
amplikonu, zgodnie z zaleceniami producenta.

Znajgc stezenie DNA w roztworze oraz mase czasteczkowg
amplikonu, obliczano bezwzgledng liczbe kopii amplikonu w 1 il

oczyszczonego roztworu, przy uzyciu wzoru zawierajgcego statq

Avogadra:
. 23
LT[lclul]= Stezenie DNA| g/ ul]%6,0221367 x107|L.c./mol |
masa czgsteczkowa| g/ mol |
gdzie:

L.T. - catkowita liczba transkryptéw

l.c. - liczba czasteczek

Nastepnie z oczyszczonych roztworéw amplikonu przygotowywano
serie dziesieciokrotnych rozcienczen, poprzez dodanie do 10 i
mniejszego rozcienczenia 90 pl wody. Rozcienczenie zawierajgce rzad
wielkosci liczby kopii amplikonu, odzwierciedlajacy spodziewang ilos¢

liczby kopii transkryptow w oznaczanych pdézniej préobach, dodatkowo
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rozpipetowywano w réwnych objetosciach po kilkanascie sztuk, celem
pdzniejszego ich uzycia w roli standardéw.

Serie rozcienczen oraz standardy zamrazano, co w zatozeniu
odpowiada¢ miato jednokrotnemu zamrozeniu matryc cDNA przed ich
uzyciem. Po rozmrozeniu przeprowadzano reakcje real-time PCR,
uzywajac serii rozcienczen jako matryc, z warunkami reakcji
identycznymi jak w przypadku namnazania prob z cDNA, z wyjatkiem
obecnosci uracylo-N-glikozylazy w mieszaninie reakcyjnej, ktora
zniszczytaby matryce pochodzacg z wczesniejszej reakcji PCR.

Oprogramowanie wyznaczato krzywa standardowa, przyréwnujac
punkty przeciecia Cp do wprowadzonych wartosci ilosci kopii amplikonu
na reakcje. Ze wzgledu na duzg rozpietos¢ skali, wartosci ilosci kopii
amplikonu sg zwyczajowo logarytmowane. Uzyskane krzywe standardowe

zamieszone zostaty w podrozdziale 6.1.3.

5.9.11 Krzywe standardowe

Krzywe standardowe otrzymywano na podstawie procedury
opisanej w podrozdziale 5.9.10. Ponizej przestawiono wynik amplifikacji
serii  rozcienczen, przeprowadzonej celem uzyskania krzywej
standardowej dla sekwencji GAPDH. Legenda zawiera dane dotyczace
liczby kopii amplikonu na reakcje. Wartosci Ct nie sa pokazane.
Dokfadnos¢ przygotowan oraz jakosS¢ uzyskanych wynikéw byty tutaj
niezwykle istotne, poniewaz jako gen referencyjny, stanowi on

odniesienie dla wszystkich innych oznaczen.
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Fluorescence History

—1: GAPDH 3 33E2
===2 GAPDH 3 33E3
----- 3 GAPDH 3,334
== 4 GAPDH 3 33E5
= =5 GAPDH 3,33E6
— 6 GAPDH 3 33E7
— 7. negative

Fluorescence {530)

llustracja 5.4: Amplifikacja serii rozcienczen amplikonu GAPDH

Na podstawie powyzszych wynikdw oprogramowanie termocyklera
wykreslito zamieszczong ponizej krzywg standardowg zaleznosci wartosci

Cp od zlogarytmowanego stezenia transkryptéw na reakcje.

Standard Curve
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llustracja 5.5: Krzywa standardowa dla sekwencji GAPDH
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Krzywe standardowe dla wszystkich opisywanych sekwencji HERV
wykonano w sposdb analogiczny. Odpowiadajace im krzywe standardowe

zamieszczono ponizej.
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llustracja 5.6: Krzywa standardowa dla sekwencji HERV-E pol
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llustracja 5.7: Krzywa standardowa dla sekwencji HERV-H (env 62)
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llustracja 5.8: Krzywa standardowa dla sekwencji HERV-K env
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Mlustracja 5.9: Krzywa standardowa dla sekwencji HERV-K10 gag
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llustracja 5.10: Krzywa standardowa dla sekwencji HERV-R pol-env
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llustracja 5.11: Krzywa standardowa dla sekwencji HERV-W env
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5.9.12 Analiza temperatury topnienia amplikonu

Poniewaz barwnik fluorescencyjny SYBR Green I, jak juz
wspomniano w podrozdziale 3.4.2.1, charakteryzuje sie silng wartoscig
emisji tylko bedgc w kompleksie z dwuniciowym DNA, mozna uzy¢ go do
okreslenia temperatury topnienia dowolnego fragmentu dwuniciowego
DNA, poprzez analize spadku poziomu fluorescencji w trakcie
podnoszenia temperatury mieszaniny reakcyjnej. Temperatura topnienia
zalezy od wielu czynnikdw, takich jak diugos¢ fragmentu, jego sekwencja,
stosunek par A=T do G=C, stezenie soli itd., jest ona jednak stabilna dla
konkretnych amplikonéw i statych parametréow reakcji [Ririe KM i wsp.
1997]. Aberracje w profilu temperatury topnienia sugerujg niespecyficzng
amplifikacje.

Analize temperatury topnienia wykonywano bezposrednio po kazdej
amplifikacji matryc cDNA, reakcjach optymalizacyjnych i no-RT, a takze
po reakcjach, w ktérych amplifikowano standardy i serie rozcienczen do
krzywych standardowych.

Mieszanina reakcyjna byta powoli podgrzewana od temperatury
7209C do 959C, przy jednoczesnym, statym pomiarze fluorescencji przy
dtugosci fali 530 nm. Szybko$¢ zmiany temperatury wynosita 0,1°C na
sekunde. Warto$¢ poczatkowa temperatury odpowiadata temperaturze
elongacji, po ktérej w reakcji real-time PCR nastepowat pomiar
fluorescencji. Dzieki temu poczatkowy poziom fluorescencji w analizie
temperatury topnienia odpowiadat doktadnie koncowemu pomiarowi
fluorescencji w reakcji real-time PCR. Oprogramowanie termocyklera
wykreslato w czasie rzeczywistym wykres fluorescencji w zaleznosci od
aktualnej temperatury oraz wykres ujemnej pierwszej pochodnej w
zaleznosci od aktualnej temperatury.

Po zakonczeniu reakcji, profil topnienia poréwnywano z wzorcem

uzyskanym podczas reakcji optymalizacji. Analiza ta stuzyta jako kontrola

80



5 - Materiaty i metody

jakosciowa powstatych amplikondw, dzieki czemu nie byto koniecznosci
przeprowadzania elektroforezy w zelu agarozowym dla wszystkich
produktow powstatych z matryc cDNA. Przykiadowe uzyskane analizy
ujeto w podrozdziale 6.1.3.

Na ilustracji 5.4 widoczny jest fatszywie dodatni wynik kontroli
negatywnej (szara linia). Rezultat ten nie jest jednak brany pod uwage ze
wzgledu na wynik analizy topnienia. Na zatgczonych ponizej ilustracjach
5.12 i 5.13 widoczny jest wyraznie odbiegajacy profil topnienia dla reakcji

kontroli negatywnej. Jest to najprawdopodobniej wynik niespecyficznej

amplifikacji.
Melting Curves —1: GAPDH 33362
= 5444 - - -2 GAPDH 3333
8 e 3 GAPDH 3 3364
S 4,444 --- & GAPDH 3335
8341 == GAPDH 3 33E6
g —— 6 GAPDH 33367
§ 2444 — 7 negative
S 1444
Z 0444
90 95
Temperature °C)
llustracja 5.12: Profil analizy topnienia sekwencji GAPDH. Wykres zaleznosci
wartosci fluorescencji od temperatury

Melting Peaks

—1: GAPDH 3 33E2
=-==2 GAPDH 3 33E3
----- 3 GAPDH 3 33E4
== & GAPDH 3 33ES
- =5 GAPDH 3 33E6
—f: GAPDH 3 33E7
— 7. negative

-(d/dT) Fluorescence {530)

75 80 85 90

Temperature (*C)
llustracja 5.13: Profil analizy topnienia sekwencji GAPDH. Wykres zaleznosci
ujemnej pierwszej pochodnej wartosci fluorescencji od
temperatury
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5.10 Elektroforeza w zelach agarozowych

Elektroforeze wykonywano w zelach agarozowych o stezeniu
1,25%, barwionych barwnikiem SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen,
USA), przy statym napieciu nieprzekraczajagcym 5 V/cm. Zastosowano
tabletkowang agaroze oraz roztwér TAE (stezony 1-krotnie lub 0,5-
krotnie, w zaleznosci od stosowanego aparatu). Préby oraz marker
wielkosci naktadano na zel przy uzyciu buforu tadujgcego 6X Orange DNA
Loading Dye (Fermentas, USA), zawierajacego dwa barwniki: oranz G
oraz ksylen cyanol FF. Bufor tadujqcy zostat dobrany tak, by rozdzielane
elektroforetycznie  fragmenty DNA znajdowaty  sie pomiedzy
wspomnianymi barwnikami. Jako marker wielkos$ci zastosowano plazmid
pUC19, trawiony enzymem Mspl - pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker
(Fermentas, USA).

W celu wizualizacji, zele naswietlano niebieskim
monochromatycznym sSwiattem o dtugosci fali 470 nm, wzbudzajac w ten
sposéb fluorescencje barwnika SYBR Safe DNA gel stain. Zdjecia
wykonywano standardowym aparatem cyfrowym w trybie makro, przy
uzyciu dodatkowego pomaranczowego filtra fotograficznego, celem
usuniecia niebieskiego tta. Wykonane zdjecia poddawano obrdbce w

programie komputerowym Gimp 2.6.11.

5.11 Oznaczanie miana przeciwciat przeciwjadrowych - ANA

Miana przeciwciat przeciwjadrowych oznaczone zostaty przy uzyciu
komercyjnego zestawu, bazujgcego na zasadzie immunofluorescencji
posredniej (Euroimmun, Niemcy). Ocenie poddano wszystkich chorych na
morfee, objetych tym badaniem. Badanie przeprowadzono celem

wykrycia ewentualnych korelacji, pomiedzy mianem przeciwciat
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przeciwjadrowych a poziomem ekspresji badanych ludzkich endogennych
sekwencji retrowirusowych. Badanie zostato wykonane zgodnie z
zaleceniami producenta.

Gtébwnym elementem tego testu sa specjalnie przygotowane
szkietka podstawowe z kombinacjg dwoch substratéw: komodrek HEp-2 i
matpich hepatocytéw. W pierwszym etapie nastepuje inkubacja osocza z
substratami, w ktérym przeciwciata przeciwjgdrowe z osocza przytaczajg
sie do odpowiadajagcym im strukturom jader komorkowych. Po etapie
ptukania nastepuje inkubacja z roztworem, zawierajgcym drugorzedowe
przeciwciata anty-ludzkie, wyznakowane fluoresceing. Po kolejnym
ptukaniu oraz zabezpieczeniem pdl szkietka podstawowego odpowiednio
przygotowanym szkietkiem nakrywkowym, przeprowadza sie ocene
preparatow pod mikroskopem fluorescencyjnym (zrédto Swiatta: lampa
rteciowa, filtr wzbudzajacy: 488 nm, filtr odcinajacy: 510 nm, filtr
barierowy: 520 nm, obiektyw: 40x).

5.12 Ocena nasilenia i rozlegtosci zmian skérnych

Pacjenci z morfeg oceniani byli wedtug wskaznika LoSSi (Localized
Scleroderma Severity Index) opracowanego przez Arkachaisriego i Pino
[Arkachaisri T, Pino S 2008]. Jest to wskaznik punktowy o skali
porzadkowej, ktérego maksymalna punktacja wynosi 168, a minimalna 0.

Ocenie podlegaty cztery parametry:

— rozlegtos$¢ zmian
— rumien
— grubos¢ skory

— aktywnos$¢ wykwitow
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Parametry te oceniane byty w skali od 0 do 3 punktéw, zgodnie z
odpowiednimi kryteriami. Powyzsze parametry oceniano osobno dla

kazdego z czternastu obszarow skory:

— gtowa

— szyja

— przednia powierzchnia klatki piersiowej
— brzuch

— gorna powierzchnia plecéow

— dolna powierzchnia plecéw

— prawe ramie

— prawe przedramie i prawa reka
— lewe ramie

— lewe przedramie i lewa reka

— prawy posladek i prawe udo

— prawe podudzie i prawa stopa
— lewy posladek i lewe udo

— lewe podudzie i lewa stopa

Nastepnie wartosci punktowe uzyskane dla wszystkich czterech

parametrow we wszystkich czternastu obszarach sumowano.
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5.13 Ocena aktywnos¢ choroby

Wzrost istniejacych ognisk, pojawienie sie nowych Ilub obecnos¢
obwddki o rumieniowo-fiotkowym kolorze kwalifikowaty osoby objete
badaniem do grupy z aktywnym procesem chorobowym. QOsoby, u
ktérych w przeciggu ostatnich szesSciu miesiecy nie stwierdzono
powyzszych objawdw, kwalifikowani byli do grupy z nieaktywnym

procesem chorobowym [Uziel Y i wsp. 2007].

5.14 Analiza statystyczna

Normalnos¢ rozktadu wartosci zmiennych oceniano testem Shapiro-
Wilka, natomiast obecnos¢ obserwacji znaczaco odstajgacych wykrywano
testem Grubbsa, przy wartosci a=0,05. Poniewaz zdecydowana wiekszos¢
danych nie wykazywata rozkiadu normalnego, wykazane roznice w
poziomie ekspresji ludzkich endogennych sekwencji retrowirusowych
pomiedzy grupami chorych i zdrowych, pomiedzy ptciami w grupie
chorych oraz pomiedzy grupami z forma aktywng a nieaktywng choroby,
oceniono przy uzyciu testu U Manna-Whitneya-Wilcoxona dla zmiennych
niezaleznych. Korelacje pomiedzy poziomem ekspresji ludzkich
endogennych sekwencji retrowirusowych a wiekiem chorych, mianem
ANA, dtugoscig trwania i intensywnoscig choroby (LoSSI) obliczono przy
wykorzystaniu metody korelacji rangowej Spearmana.

Za istotnie statystycznie uznawano wyniki, w przypadku ktorych
warto$¢ odpowiadajgcego prawdopodobienstwa dla testu U badz
obliczonego wspodtczynnika korelacji rang wynosita mniej niz 5%. Nie
pominieto jednakze wynikdow bliskich temu progowi.

Analiza statystyczna zostata wykonana przy uzyciu programu
komputerowego Past 2.03. Wykresy sporzadzono przy uzyciu programu

komputerowego QtiPlot 0.9.8.4.
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6. Wyniki

6.1 Izolacja RNA i elektroforeza w zelach agarozowych

6.1.1 Izolacja RNA

Analiza stezen wyizolowanego RNA, opisana w podrozdziale 5.6,
wykazata wystarczajacg ilos¢ materiatu, niezbedng do wykonania
oznaczen. Chociaz w niektorych przypadkach catkowita ilos¢
wyizolowanego RNA byfa mniejsza niz zaktadany 1 ug, to jednak w

kazdym przypadku udato wykona¢ sie prawidlowe oznaczenia.

Szczegotowe dane zawarto w tabeli 6.1.

Krew obwodowa Wycinki skory
[ug / probe] [ug / probe]
Minimum 0,62 0,40
Maksimum 24,00 10,00
Srednia 9,11 2,57
Mediana 7,20 1,98
Odchylenie standardowe 6,81 1,82

Tabela 6.1: Zestawienie wyizolowanych mas RNA

Zgodnie z przewidywaniami, catkowita ilo$¢ izolowanego RNA byta
wyzsza w przypadku izolacji z PBMC niz z wycinkdw skoéry. Byto to
wynikiem zaréwno widoczne wiekszej ilosci materiatu wejsciowego, jak i
réznicami strukturalnymi pomiedzy luzno zawieszonymi PBMC a zbitg
skora.

Z drugiej strony, ilos¢ izolowanych po wirowaniu w gradiencie fikolu
komérek podlegata znacznym wahaniom, natomiast wielko$¢ wycinkdéw
skéry poddawanych homogenizacji byta podobna. Znajduje to

odzwierciedlenie W prezentowanych wartosciach odchylen
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6.1.2 Elektroforeza w zelach agarozowych

Ponizej zamieszono ilustracje, zawierajgce zdjecia przyktadowych
zeli agarozowych, w ktérych przeprowadzono elektroforeze amplikonéw
uzyskanych w reakcjach real-time PCR, zgodnych z warunkami opisanymi
w podrozdziale 5.9.8. Na ilustracji 6.3 zamieszono legende

zastosowanego markera wielkosci.

llustracja  6.1: Rozdzial elektroforetyczny uzytych sekwencji HERV:
(1)HERV-K env — 104 pz, (2) HERV-E pol — 101 pz, 1
(3) HERV-KI10 gag — 103 pz, (M) marker wielkosci,
(4) HERV-R pol-env — 98 pz, (5) HERV-H (env 62) — 101 pz, -
(6) HERV-W env — 103PZ Ilustraqa 6.2:

Rozdzial
elektroforetyczny:

(1) GAPDH — 105 pz,
(M) marker wielkosci

Na wszystkich wyzej opisanych Sciezkach zeli
agarozowych widoczne sg wyrazne, pojedyncze i
homogenne prazki. Wszystkie prazki charakteryzujq
sie zamierzong wielkoscia wzgledem markera.
Rezultat ten stanowi potwierdzenie poprawnie

przeprowadzonego procesu projektowania oraz

optymalizacji warunkow reakcii. lustracja 6.3:
pty ] J Legenda markera

pUC19 DNA/Mspl.
Wartosci wyrazone w
liczbie par zasad.
Fot. Fermentas
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6.2 Statystyka opisowa

6.2.1 Wyniki ilosciowe real-time PCR

Okoto 16% wszystkich partii reakcji real-time PCR zostato
wykonanych podwdjnie, w celu kontroli ewentualnego btedu pipetowania.
W takich przypadkach do dalszej analizy brano Srednig arytmetyczng z
dwdéch oznaczen. Nie liczac partii podwojonych, kontroli ujemnych oraz
standardéw, wykonano tgcznie 1096 oznaczen.

Wyniki dla sekwencji GAPDH podane sg w liczbie transkryptéw na
reakcje (liczbie transkryptow na 10 ul). Jednostkg dla sekwencji HERV
jest liczba transkryptéw w przeliczeniu na milion transkryptow GAPDH.
Wartosci s$redniej arytmetycznej sg podane, jesli test Shapiro-Wilka
wykazat znamiona normalnosci rozktadu zmiennej (p>0,01). Wartosci

znaczgco odstajgce nie sg podane.
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6.2.1.1 Grupa chorych - PBMC

GAPDH HERV-E HERV-H  HERV-K HERV-KI0 HERV-R  HERV-W

pol (env 62) eny gag pol-eny eny
N 41 41 41 41 41 41 41
Minimum 7230 143 16190 1820 1309 8733 13575
Maksimum 337000 27912 179487 145749 262393 118893 74151
Normalnosé _ _
N p=0,18 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p=0,09 p<0,01 p<0,01
Srednia 162081 ; ; ; 87587 ; ;
arytmetyczna
Mediana 153000 586 47315 30000 86058 22529 28103
Dolny 81100 385 32547 18231 26831 16078 21754
kwartyl
Gorny 243500 3917 67104 37176 132501 27714 35062
kwartyl

Tabela 6.2: llosciowe wyniki real-time PCR w grupie 0sob chorych dla PBMC

6.2.1.2 Grupa zdrowa - PBMC

GAPDH  HERV-E HERV-H HERV-K HERV-KI0 HERV-R HERV-W

pol (env 62) eny gag pol-env eny
N 47 47 47 47 47 47 47
Minimum 1870 308 4435 1365 3236 132 4778
Maksimum 432000 13590 110853 86538 0 39724 33187
Normalnosé¢ _ _
rozkladu p<0,01 p<0,01 p=0,10 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p=0,03
Srednia ; - 45533 ; - - 16184
arytmetyczna
Mediana 49600 3219 42727 15459 38220 9388 14214
Dolny 23400 1075 23188 8420 23424 6280 10402
kwartyl
Gérny 144000 5243 64547 32486 106481 18206 22847
kwartyl

Tabela 6.3: llosciowe wyniki real-time PCR w grupie 0sob zdrowych dla PBMC
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6.2.1.3 Grupa chorych - wycinki skory

GAPDH  HERV-E HERV-H  HERV-K HERV-KI0 HERV-R

pol (env 62) eny gag pol-eny
N 36 36 36 36 36 36 36
Minimum 218 269 184 0 324 1050 267
Maksimum | 119000 27520 183193 46114 122124 204844 303109
Normalno$¢ _
kb p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p=0,02 p<0,01 p<0,01
Srednia
arytmetyczna ) ) i i 49282 ) i
Mediana 12400 2996 10406 9064 41336 34455 19271
Dolny 3503 1417 4840 1685 30668 21956 10143
kwartyl
Gomy 40450 5534 52901 20553 67470 58028 43251
kwartyl

Tabela 6.4: llosciowe wyniki real-time PCR w grupie osob chorych dla wycinkow skory

6.2.1.4 Grupa 0s6b zdrowych — wycinki skory

GAPDH HERV-E HERV-H HERV-K HERV-KI0 HERV-R

pol (env 62) eny gag pol-env
N 13 13 13 13 13 13 13
Minimum 335 78 15291 0 28486 19237 704
Maksimum 14000 12500 313793 13619 128593 614799 116092
Normalnos¢ _ _ _ _ _
rorkindu p=0,01 p=0,12 p<0,01 p<0,01 p=0,20 p=0,03 p=0,77
Srednia 6752 4939 ; ; 71600 192641 47210
arytmetyczna
Mediana 4520 4557 63125 1115 62385 119879 47292
Dolny 2640 875 30696 99 40801 68673 19825
kwartyl
Gérny 12900 9571 109124 5831 104204 311512 64908
kwartyl

Tabela 6.5: llosciowe wyniki real-time PCR w grupie 0sob zdrowych dla wycinkow skory
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6.2.2 LoSSI

Wskaznik LoSSI zostat obliczony u wiekszosci chorych objetych
badaniem. Obliczenia wykonano dla 43 osdéb, od ktérych pobrano krew
lub/i wycinki skéry. Obliczer nie wykonano dla czterech chorych objetych
badaniem, u ktdérych stwierdzono wspdtistnienie wykwitow liszaja
twardzinowego. Srednia arytmetyczna nie zostata obliczona, poniewaz

wartosci wskaznika LoSSI podane sg w skali porzadkowej.

N 43
Minimum 2
Maksimum 65
Mediana 10
Moda 4
Dolny kwartyl 4
Gorny kwartyl 15

Tabela 6.6: Wyniki obliczen wskaznika LoSSI w grupie chorych
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6.2.3 ANA

Miana przeciwciat przeciwjadrowych zostaty oznaczone u wszystkich
chorych na morfee objetych badaniem. Oznaczenie wykonano u 47 oséb,
od ktérych pobrano krew lub/i wycinki skéry. Srednia arytmetyczna nie
zostata obliczona, poniewaz zgodnie z zaleceniami producenta dane
liczbowe uzyskano poprzez konwersje wynikéw obserwaciji
mikroskopowych w skali porzadkowej. Co wiecej, wartosci zmiennej nie

wykazywaty normalnosci rozktadu (p<0,01).

N 47
Minimum 0
Maksimum 2560
Mediana 80
Moda 80
Dolny kwartyl 80
Gorny kwartyl 320

Tabela 6.7: Wyniki oznaczen poziomu przeciwciatl przeciwjqdrowych w grupie chorych
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6.2.4 Dtugosc trwania choroby

Dtugos¢ trwania choroby zostata okreslona u wszystkich chorych na
morfee objetych badaniem. Oznaczenie wykonano u 47 oséb, od ktérych
pobrano krew lub/i wycinki skory. Wartosci w tabeli zaokraglone sg do
petnego roku w doét, poza wyszczegdlniona wartoécig minimalna. Srednia
arytmetyczna nie zostata obliczona, poniewaz wartosci zmiennej nie

wykazywaty normalnosci rozktadu (p<0,01).

N 47
Minimum <1
Maksimum 26
Mediana 2
Moda 1
Dolny kwartyl 1
Gorny kwartyl 6

Tabela 6.8: Analiza diugosci trwania choroby

6.2.5 Aktywnosc¢ choroby

Aktywnos¢ choroby zostata okreslona u wszystkich chorych na
morfee objetych badaniem. Przyporzadkowanie do odpowiednich grup
wykonano u 47 osob, od ktoérych pobrano krew lub/i wycinki skory.
Aktywny proces chorobowy stwierdzono o 30 chorych, pozostate 17 osob

zakwalifikowano do grupy z nieaktywnym procesem chorobowym.
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6.3 Analiza statystyczna

6.3.1 Ocena rdéznic pomiedzy podgrupami
Wyniki przedstawione w podrozdziatach 6.3.1.1 oraz 6.3.1.2 zostaty

opublikowane réwniez w czasopiSmie Archives of Medical Science
[Kowalczyk MJ i wsp. 2012].

6.3.1.1 Analiza réznic w aktywnosci transkrypcyijnej sekwenciji

HERV pomiedzy grupg 0soéb chorych a grupg osdb
zdrowych w PBMC

Wyniki analizy statystycznej przestawiono w ponizszej tabeli.

Sekwenaipry Ot dore Octyubove - Riiiea | el
HERV-E pol 586 3219 -81,8% <0,001
HERV-H (env 62) 47315 42727 +10,7% 0,228
HERV-K env 30000 15459 +94,1% 0,010
HERV-K10 gag 86058 38220 +125,2% 0,253
HERV-R pol-env 22529 9388 +140,0% <0,001
HERV-W env 28103 14214 +97,7% <0,001

Tabela 6.9: Ocena roznic pomiedzy grupq osob chorych a grupq osob zdrowych w PBMC
Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata znaczny, istotnie
statystyczny spadek aktywnosci transkrypcyjnej sekwencji HERV-E pol w
PBMC. Aktywnos¢ transkrypcyjna pozostatych sekwencji wykazywata
tendencje wzrostowe, chociaz istotne statystycznie byty réznice tylko dla
trzech sekwencji: HERV-K env, HERV-R pol-env i HERV-W. Pomimo
roznicy poziomu mediany o 125,2% w przypadku sekwencji
HERV-K10 gag, roznica ta nie okazata sie by¢ istotna statystycznie.

Powyzsze wyniki w formie wykresdow pudetkowych z wasami
przedstawiono na ilustracji 6.4.
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llustracja 6.4: Ekspresja sekwencji HERV w PBMC. Wyniki wyrazone sq w liczbie transkryptow na milion kopii
transkryptow GAPDH. Wykresy pudetkowe z wgsami. Linia srodkowa wyznacza mediane.
Pudetko zawiera drugi i trzeci kwartyl danych, natomiast wasy zawierajq dane pomiedzy
10. a 90. percentylem. (a) HERV-E pol, (b) HERV-H (env 62), (c) HERV-K env,
(d) HERV-K10 gag, (e) HERV-R pol-env, (f) HERV-W env.
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6.3.1.2 Analiza réznic w aktywnosci transkrypcyjnej sekwencii

HERV pomiedzy grupg 0sob chorych a grupg osdb

zdrowych w wycinkach skoéry

Wyniki analizy statystycznej przestawiono w ponizszej tabeli.

sekwencia HERV LT O e procentova wartoiép
HERV-E pol 2996 4557 -34,2% 0,691
HERV-H env 62 10406 63125 -83,5% <0,001
HERV-K env 9064 1115 +713,0% 0,003
HERV-K 10 gag 41336 62385 -33,7% 0,044
HERV-R pol-env 34455 119879 711,3% <0,001
HERV-W env 19271 47292 -59,3% 0,029

Tabela 6.10: Ocena roznic pomiedzy grupq osob chorych a grupq osob zdrowych w
wycinkach skory

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata bardzo wyrazny,
istotny statystycznie wzrost aktywnosci transkrypcyjnej w skorze jedynie
dla sekwencji HERV-K env. Aktywnos¢ transkrypcyjna wszystkich
pozostatych sekwencji, tj. HERV-E pol, HERV-H (env 62), HERV-K10 gag,
HERV-R pol-env oraz HERV-W env, podlegata spadkom. Jedynie spadek
aktywnosci transkrypcyjnej sekwencji HERV-E pol nie byt statystycznie
istotny.

Powyzsze wyniki w formie wykreséw pudetkowych z wasami

przedstawiono na ilustracji 6.5.
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Ilustracja 6.5: Ekspresja sekwencji HERV w wycinkach skory. Wyniki wyrazone sq w liczbie transkryptow na

milion kopii transkryptow GAPDH. Wykres pudetkowy z wqsami. Linia Srodkowa wyznacza
mediane. Pudelko zawiera drugi i trzeci kwartyl danych, natomiast wqsy zawierajq dane
pomiedzy 10. a 90. percentylem. (a) HERV-E pol, (b) HERV-H (env 62), (c) HERV-K env,
(d) HERV-K10 gag, (e) HERV-R pol-env, (f) HERV-W env.
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6.3.1.3 Analiza réznic w aktywnosci transkrypcyijnej sekwencji

HERV pomiedzy pitciami w grupie osdb chorych

Wartosci p dla testu U Manna-Whitneya-Wilcoxona dla zmiennych

niezaleznych przestawiono w ponizszych tabelach.

HERV-E HERV-H HERV-K HERV-K10  HERV-R HERV-W

pol (env 62) eny gag pol-env eny

Test U 0314 0,245 0,610 0,396 0,865 0,140
wartos¢ p

Tabela 6.11: Analiza roznic pomiedzy ptciami w grupie osob chorych w PBMC

HERV-E HERV-H HERV-K HERV-K10  HERV-R HERV-W

pol (env 62) env gag pol-env env

Test U

. 0,825 0,205 0,499 0,547 0,899 0,267
warto$¢ p

Tabela 6.12: Analiza roznic pomiedzy ptciami w grupie osob chorych w wycinkach skory

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata statystycznie
istotnych réznic w aktywnosci transkrypcyjnej zadnej z sekwencji HERV

ze wzgledu na pte¢ w grupie oséb chorych na morfee, zaréwno w PBMC

jak i wycinkach skory.
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6.3.1.4 Analiza réznic w aktywnosci transkrypcyjnej sekwencii

HERV pomiedzy ptciami w grupie oséb zdrowych

Wartosci p dla testu U Manna-Whitneya-Wilcoxona dla zmiennych

niezaleznych przestawiono w ponizszych tabelach.

HERV-E HERV-H HERV-K HERV-K10  HERV-R HERV-W

pol (env 62) eny gag pol-env eny

Test U

. 0,262 0,932 0,534 0,710 0,760 0,932
warto$¢ p

Tabela 6.13: Analiza roznic pomiedzy piciami w grupie osob zdrowych w PBMC

HERV-E HERV-H HERV-K HERV-K10  HERV-R HERV-W

pol (env 62) env gag pol-env env

Test U

. 0,830 0,943 0,353 0,721 0,943 0,721
warto$¢ p

Tabela 6.14: Analiza roznic pomiedzy ptciami w grupie osob zdrowych w wycinkach skory

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata statystycznie
istotnych réznic w aktywnosci transkrypcyjnej zadnej z sekwencji HERV

ze wzgledu na pte¢ w grupie osdb zdrowych, zaréwno w PBMC jak i

wycinkach skory.
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6.3.1.5 Analiza réznic w aktywnosci transkrypcyijnej sekwencji

HERV pomiedzy grupami z formg aktywng a nieaktywna

choroby

Wartosci p dla testu U Manna-Whitneya-Wilcoxona dla zmiennych

niezaleznych przestawiono w ponizszych tabelach.

HERV-E HERV-H HERV-K HERV-KI10 HERV-R HERV-W

pol (env 62) eny gag pol-eny eny

Test U

. 0,134 0,650 0,433 0,794 0,445 0,035
wartosc p

Tabela 6.15: Analiza roznic pomiedzy grupami z formq aktywnq a nieaktywnq choroby w
PBMC

HERV-E HERV-H HERV-K HERV-K10  HERV-R HERV-W

pol (env 62) env gag pol-env env

Test U

o 0,987 0,987 0,289 0,725 0,450 0,374
warto$¢ p

Tabela 6.16: Analiza roznic pomiedzy grupami z formq aktywnq a nieaktywnq choroby w
wycinkach skory

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata istotnie statystyczng
roznice w aktywnosci transkrypcyjnej sekwencji HERV-W env w PBMC.
Zanotowano spadek aktywnosci transkrypcyjnej w grupie chorych z
aktywnym procesem chorobowych w pordwnaniu z grupg chorych z
procesem nieaktywnym o 24%. Dokladng analize tej rdznicy

zamieszczono w tabeli 6.17 oraz na ilustracji 6.6.
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Forma
nieaktywna
mediana

HERV-W env 24896 32935 -24% 0,035

Forma aktywna
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Rézinica Test U
procentowa wartosé p

Sekwencja HERV

Tabela 6.17: Analiza roznicy w aktywnosci transkrypcyjnej sekwencji HERV-W env
pomiedzy grupami z formq aktywnq a nieaktywnq choroby w PBMC
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llustracja 6.6: Analiza roznicy w aktywnosci transkrypcyjnej sekwencji HERV-W env
pomiedzy chorymi z aktywnym a nieaktywnym procesem chorobowym w
PBMC. Wyniki wyrazone sq w liczbie transkryptow na milion kopii
transkryptow GAPDH. Wykres pudetkowy z wqsami. Linia srodkowa
wyznacza mediane. Pudetko zawiera drugi i trzeci kwartyl danych,
natomiast wqsy zawierajq dane pomiedzy 10. a 90. percentylem.

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata statystycznie
istotnych réznic w aktywnosci transkrypcyjnej pozostatych sekwencji
HERV ze wzgledu na aktywnos$¢ choroby, zaréwno w PBMC jak i
wycinkach skory.
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6.3.2 Analiza korelaciji

6.3.2.1 Analiza korelacji pomiedzy ekspresjg sekwencji HERV a
mianem ANA

Wartosci wspdiczynnikow korelacji rang Spearmana - rs oraz
przypisane im poziomy istotnosci statystycznej podano w ponizszych

tabelach.

HERV-E HERV-H  HERV-K  HERV-KI0 HERV-R HERV-W

pol (env 62) eny gag pol-eny eny
WspGlezynnik 0,15 0,11 0,03 0,04 -0,10 0,17
korelacji — r;
IstotnosC statystyczna—p - 33 0,50 0,87 0,82 0,52 0,28
wartos$¢ p

Tabela 6.18: Analiza korelacji pomiedzy aktywnosciq transkrypcyjng HERV a mianem ANA
w PBMC

HERV-E HERV-H HERV-K  HERV-K10 HERV-R HERV-W

pol (env 62) eny gag pol-env eny
Wspoiczynnik 0,25 0,03 0,14 0,08 0,16 0,21
korelacji — r;
Istotnos¢ statystyczna—f ) |5 0,87 0,43 0,63 0,35 0,22
warto$¢ p

Tabela 6.19: Analiza korelacji pomiedzy aktywnosciq transkrypcyjng HERV a mianem ANA
w wycinkach skory

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata statystycznie
istotnych korelacji pomiedzy poziomem aktywnosci transkrypcyjnej
sekwencji HERV a mianem przeciwciat przeciwjadrowych - ANA.
Najsilniejszy wspotczynnik korelacji wykazano dla sekwencji HERV-E pol
w wycinkach skéry (rs = -0,25), przy prawdopodobienstwie braku

korelacji wynoszacym 13%.
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6.3.2.2 Analiza korelacji pomiedzy ekspresjg sekwencji HERV a

wskaznikiem LoSSI

Wartosci wspédtczynnikow korelacji rang Spearmana - rs oraz
przypisane im poziomy istotnosci statystycznej podano w ponizszych

tabelach.

HERV-E HERV-H HERV-K  HERV-K10 HERV-R HERV-W

pol (env 62) eny gag pol-env eny
Wspdlezynnik 0,22 0,08 0,04 0,15 -0,24 -0,38
korelacji — r;
Istotn9§c statystyczna — 0,18 0,61 0,78 0,34 0,13 0,01
warto$¢ p

Tabela 6.20: Analiza korelacji pomiedzy aktywnosciq transkrypcyjng HERV a wskaznikiem
LoSSI w PBMC

HERV-E HERV-H HERV-K  HERV-K10 HERV-R HERV-W

pol (env 62) eny gag pol-env eny
Wspoiczynnik 0,07 0,01 -0,05 -0,10 -0,08 0,15
korelacji — r;
Istotnosc statystyezna —p ) 4 0,95 0,79 0,60 0,66 0.40
warto$¢ p

Tabela 6.21: Analiza korelacji pomiedzy aktywnosciq transkrypcyjng HERV a wskaznikiem
LoSSI w wycinkach skory

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata istotng
statystycznie, ujemnag korelacje pomiedzy poziomem aktywnosci
transkrypcyjnej sekwencji HERV-W env a wskaznikiem LoSSI w PBMC
(rs = -0,38; p = 0,01). W pozostatych przypadkach prawdopodobienstwo

braku korelacji byto wyzsze niz 10%.

103



6 - Wyniki

6.3.2.3 Analiza korelacji pomiedzy ekspresjg sekwencji HERV a

dtugoscia trwania choroby

Wartosci wspédtczynnikow korelacji rang Spearmana - rs oraz
przypisane im poziomy istotnosci statystycznej podano w ponizszych

tabelach.

HERV-E HERV-H HERV-K  HERV-K10 HERV-R HERV-W

pol (env 62) eny gag pol-env eny
Wspdlezynnik 0,18 0,02 0,00 0,00 -0,04 0,16
korelacji — r;
Istotn9§c statystyczna — 0.26 091 0,98 0,98 0,81 0,32
warto$¢ p

Tabela 6.22: Analiza korelacji pomiedzy aktywnosciq transkrypcyjnqg HERV a diugosciq
trwania choroby w PBMC

HERV-E HERV-H  HERV-K  HERV-KI0 HERV-R HERV-W

pol (env 62) env gag pol-env env
Wspétezynnik 0,10 0,03 0,10 -0,04 0,07 0,20
korelacji — 15
Istotnos¢ statystyczna—p 5 0,85 0,57 0,82 0,70 0,23
wartosc p

Tabela 6.23: Analiza korelacji pomiedzy aktywnosciq transkrypcyjnqg HERV a diugosciq
trwania choroby w wycinkach skory

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata zadnych
statystycznie istotnych korelacji pomiedzy poziomem aktywnosci
transkrypcyjnej sekwencji HERV a diugoscia trwania choroby.
Najsilniejszy wspodtczynnik korelacji wykazano dla sekwencji HERV-W env
w wycinkach skoéry, gdzie warto$¢ rs wyniosta zaledwie -0,20, przy

prawdopodobienstwie braku korelacji wynoszacym az 23%.
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6.3.2.4 Analiza korelacji pomiedzy ekspresjg sekwencji HERV a

wiekiem o0sdb chorych

Wartosci wspédtczynnikow korelacji rang Spearmana - rs oraz
przypisane im poziomy istotnosci statystycznej podano w ponizszych

tabelach.

HERV-E HERV-H HERV-K  HERV-K10 HERV-R HERV-W

pol (env 62) eny gag pol-env eny
Wspolezynnik 20,23 0,26 20,18 0,07 0,08 0,13
korelacji — r;
Istotnosc statystyezna =g ;5 0,10 0,27 0,66 0,63 0,41
warto$é p

Tabela 6.24: Analiza korelacji pomiedzy aktywnosciq transkrypcyjng HERV a wiekiem osob
chorych w PBMC

HERV-E HERV-H  HERV-K  HERV-KI0 HERV-R HERV-W

pol (env 62) eny gag pol-eny eny
WspGlezynnik 0,17 0,31 0,25 0,23 0,11 0,21
korelacji — r;
IstotnosC statystyczna—p — 33 0,06 0,15 0,17 0,52 0,23
wartos$¢ p

Tabela 6.25: Analiza korelacji pomiedzy aktywnosciq transkrypcyjng HERV a wiekiem 0sob
chorych w wycinkach skory

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata prawdopodobnie
istotng statystycznie, dodatnig korelacje pomiedzy poziomem aktywnosci
transkrypcyjnej sekwencji HERV-H (env 62) a wiekiem o0sob chorych w
wycinkach skory (rs = 0,31; p = 0,06). Podobng zaleznos$¢ wykazano dla
tej samej sekwencji w PBMC, cho¢ wartos¢ p testu U ulokowata byta
Znaczaco powyzej przyjetego progu istotnosci statystycznej
(rs = 0,26; p = 0,10).

105



6 - Wyniki

6.3.2.5 Analiza korelacji pomiedzy ekspresjg sekwencji HERV a

wiekiem o0sdb zdrowych

Wartosci wspédtczynnikow korelacji rang Spearmana - rs oraz
przypisane im poziomy istotnosci statystycznej podano w ponizszych

tabelach.

HERV-E HERV-H  HERV-K  HERV-KI0 HERV-R HERV-W

pol (env 62) env gag pol-env env
Wspo}c.z.ynmk 20,12 0,00 -0,06 -0,13 -0,16 -0,18
korelacji — r;
Istotn(?§c statystyczna — 0,41 0,98 0,68 0,40 0,28 0,24
wartos$¢ p

Tabela 6.26: Analiza korelacji pomiedzy aktywnosciq transkrypcyjng HERV a wiekiem 0sob
zdrowych w PBMC

HERV-E HERV-H  HERV-K  HERV-KI0 HERV-R HERV-W

pol (env 62) eny gag pol-eny eny
Wspotezynnik -0.82 023 0,44 10,06 20,09 0,48
korelacji — 1,
Istotno$¢ statystyczna —
wartodé p <0,01 0,46 0,13 0,86 0,76 0,10

Tabela 6.27: Analiza korelacji pomiedzy aktywnosciq transkrypcyjng HERV a wiekiem 0sob
zdrowych w wycinkach skory

W odrdznieniu od oséb chorych na morfee, w grupie oséb zdrowych
nie stwierdzono istnienia korelacji pomiedzy poziomem aktywnosci
transkrypcyjnej sekwencji HERV-H (env 62) a wiekiem zaréwno w PBMC
jak i w wycinkach skéry. Wykazano natomiast istotng statystycznie, silng
ujemng korelacje pomiedzy poziomem aktywnosci transkrypcyjnej
sekwencji HERV-E pol a wiekiem osdb zdrowych w wycinkach skéry
(rs = -0,82; p < 0,01). W pozostatych przypadkach wykazane wartosci

wspotczynnikdw korelacji byty nieistotne statystycznie.
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7. Dyskusja

7.1 Ocena procedur przygotowania materiatu

Izolacja RNA jest procedurg trudng i wymaga duzego skupienia
oraz dbatosci o szczegoty. Wszelkie btedy lub zaniedbania konczg sie
najczesciej utratg materiatu. Najmniejsze zanieczyszczenie materiatu lub
odczynnikdw RNAzami skutkuje koniecznoscig powtdrzenia izolacji. W
przypadku materiatu zgromadzonego w ramach niniejszego badania taka
sytuacja na szczescie nigdy nie miata miejsca. Zadna prdba nie zostata
utracona, choc zdarzato sie, ze materiat nalezato dodatkowo oczyszczac.
Ilos¢ wyizolowanego RNA wystarczyta na przeprowadzenie oznaczen we
wszystkich przypadkach, mimo ze nie zawsze udawato sie uzyskal caty
mikrogram do reakcji DNAzowania (tabela 6.1), kiedy to na jedng reakcje
real-time PCR przypadato cDNA odpowiadajgce okoto 25 ng masy
wyizolowanego RNA.

Niewatpliwym sukcesem opisywanych badan bylo opracowanie
efektywnej procedury izolacji catkowitego RNA ze skéry. W zasadzie
wszystkie dostepne na rynku rozwigzania, pozwalajace na izolacje RNA z
tkanek, dotyczyty materiatéw miekkich lub umiarkowanie widknistych,
takich jak mozg, watroba, czy serce. Opisana procedura pozwolita na
izolacje RNA wystarczajgcej jakosci, w zadowalajacej ilosci oraz, co
niezwykle istotne, przy uzyciu niedrogiego sprzetu.

Procedura ta wymaga jednak dopracowania, przede wszystkich pod
wzgledem standaryzacji masy tkanki. Kwestie te podjeto w dalszej czesci
niniejszego rozdziatu. Drugim problemem, choé¢ w wiekszosci juz
zminimalizowanym, jest mozliwa ekspozycja uzytkownika na opary

fenolu.
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7.2 Ocena réznic w aktywnosci transkrypcyjnej sekwencji HERV

pomiedzy grupa osdéb chorych a grupa oséb zdrowych

7.2.1 HERV-E pol

W PBMC wykazano istotny statystycznie spadek aktywnosci
transkrypcyjnej sekwencji HERV-E pol w pordwnaniu z osobami zdrowymi
o blisko 82% (tabela 6.9). Fakt ten jest dos$¢ nietypowy, poniewaz
wszystkie inne sekwencje HERV, oznaczane w tym badaniu, wykazywaty
wzrost aktywnosci transkrypcyjnej w PBMC. Co wiecej, wyniki innych
badan w wiekszosci wskazujg na wzrost aktywnosci HERV w chorobach o
podtozu autoimmunologicznym [Namyst J i wsp. 2005][Zwolinska K
2006][Reynier F i wsp. 2009].

We wczesniejszych badaniach, prowadzonych nad chorymi z
tuszczycq zwyktg, rowniez stwierdzono spadek aktywnosci
transkrypcyjnej tej sekwencji o mniej wiecej potowe [Kowalczyk MJ i wsp.
2010 (A)]. Z drugiej strony, po przebadaniu wiekszej grupy oséb,
wykazano statystycznie istotny wzrost ekspresji tej sekwencji w tuszczycy
[Szramka - Pawlak B i wsp. w przygotowaniu]. Z tego powodu trudno
mowi¢ o wiarygodnym pordwnaniu pomiedzy tymi chorobami w tym
przypadku.

W skérze wartos¢ mediany dla oséb chorych byta o ponad 34%
nizsza niz dla osoéb zdrowych, z tym Ze rdznica ta nie okazata sie by¢
statystycznie istotna, zwtaszcza biorgc pod uwage niskg liczebnosé grupy
kontrolnej (tabela 6.10).

Sekwencja tego konkretnego endogennego genomu
retrowirusowego zostata ztozona w bazie GenBank pod koniec 2002 roku i
opisana jako ,zwigzana z przewlektg biataczkg szpikowg”. Byto to
gtownym powodem dyktujacym wybdr tego konkretnego przedstawiciela

grupy HERV-E w tym badaniu. Praca autorstwa chinskich badaczy,
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opisujgca domniemany zwigzek tej sekwencji ze wspomniang odmiang

biataczki pozostaje jednakze nieopublikowana [Xu RZ, Zheng S 2002].

7.2.2 HERV-H (env 62)

W PBMC zanotowano nieistotny statystycznie wzrost aktywnosci
transkrypcyjnej HERV-H (env 62) o blisko 11% w grupie chorych na
morfee. We  wczes$niej przeprowadzonych badaniach  wykryto
statystycznie istotne wzrosty aktywnosci transkrypcyjnej sekwencji
HERV-H (env62) w PBMC w tuszczycy zwykiej i pecherzycy zwyktej
[Kowalczyk MJ i wsp. 2010 (B)][Kowalczyk MJ i wsp. 2009] Z drugiej
strony, po wykonaniu oznaczen na wiekszej grupie chorych z fuszczycq i
grupie kontrolnej, wypomniany wzrost poziomu transkrypcji utracit
istotnos¢ statystycznag, a wyniki mozna uznac za wysoce porownywalne z
niniejszym oznaczeniem w grupie chorych na morfee [Szramka - Pawlak
B i wsp. w przygotowaniu].

Ciekawym jest natomiast silny spadek ekspresji w skérze o ponad
80%. Poniewaz biatko, bedace produktem ekspresji tego genu, ma
wiasciwosci immunosupresyjne [Mangeney M. 2001], to spadek jego
poziomu powinien wskazywacé na natezenie odpowiedzi immunologicznej.
Nie wiadomo jednak czy spadek aktywnosci transkrypcyjnej tej sekwencji
spowodowany jest bezposrednig inhibicja transkrypcji zwigzanej z
etiopatogenezg morfei, czy tez jest to skutek uboczny innego procesu,
bedacego na przyktad wynikiem zmian immunologicznych. Zwigzek
pomiedzy biatkiem o masie 62 kDa, posiadajagcym wiasciwosci indukcji
nowotwordw, a spadkiem ekspresji kodujgcego go genu w zmienionej
chorobowo skdrze oséb z morfeg wymaga dalszej analizy, szczegdlnie w
kontekscie mozliwego zmniejszonego prawdopodobieristwa wystgpienia

onkogenezy w skdrze oséb chorych na morfee, dzieki inhibicji HERV-H.
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7.2.3 HERV-K env

Wczesniejsze badania prowadzone na PBMC, pobranych od 12
pacjentdw z pecherzyca zwyklg, nie wykazaty statystycznie istotnej
roznicy w aktywnosci transkrypcyjnej tej sekwencji pomiedzy osobami
chorymi a zdrowymi [Kowalczyk MJ i wsp. 2010 (B)]. W PBMC chorych
na tuszczyce zanotowano statystycznie istotny, kilkudziesiecioprocentowy
wzrost ekspresji [Szramka - Pawlak B i wsp. w przygotowaniu].

W przypadku morfei zanotowano statystycznie istotne wzrosty
poziomu ekspresji HERV-K env zaréwno w PBMC (blisko dwukrotny -
tabela 6.9), jak w wycinkach skéry (bardzo silny, kilkukrotny wzrost -
tabela 6.10). Nalezy zauwazy¢, iz HERV-K env jako jedyna sekwencja
podlegata nadekspresji w skdérze u oséb z mofea.

Podwyzszona ekspresja HERV-K opisywana byta wielokrotnie, np. w
raku piersi [Feng W] 2001][Wang-Johanning F I wsp. 2003][Zwolinska K
2006]. Sytuacja ta jest nieco podobna do wczesniej wspomnianego
przypadku HERV-H env, gdyz obydwa biatka otoczki opisywano w
kontekscie procesu nowotworzenia. Nalezatoby podjgé¢ badania, majace
na celu wyjasnienie przede wszystkim nietypowego, silnego wzrostu
aktywnosci transkrypcyjnej tej sekwencji w skérze osdb chorych na
morfee, zwtaszcza w kontekscie mozliwego potencjatu onkogennego tej
sekwencji, jako ze to wiasnie HERV-K env ma mie¢ zwigzek z procesem
nowotworzenia w raku piersi [Wang-Johanning F i wsp. 2003].

Z kolei zanotowana nadekspresja HERV-K env w PBMC podobna
jest w swej intensywnosci do tej stwierdzonej u o0séb chorych na
tuszczyce, nie jest zatem ograniczona wytgcznie do morfei.

Opisywany przypadek sekwencji HERV-K env wydaje sie szczegdlnie
interesujacy, gdyz jest to jedyna sytuacja, w ktorej zanotowano silny
wzrost aktywnosci transkrypcyjnej w skorze, co jest odstepstwem od

pozostatych wynikow, gdzie wykazano spadki aktywnosci.
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Pomijajac pewne podobienstwa pomiedzy biatkami otoczki HERV-H i
HERV-K, bez odpowiedzi pozostaje pytanie, dlaczego w pierwszym

przypadku ekspresja podlega inhibicji, a w drugim jest promowana.

7.2.4 HERV-K10 gag

Podwyzszong ekspresje HERV-K10 opisywano w tozysku, tkankach
embrionalnych i w niektdrych liniach komoérkowych. Wiele uwagi poswieca
sie wptywowi tego endogennego retrowirusa na etiopatogeneze rakéw
jader i piersi [Sauter M i wsp. 1995][Goedert JJ i wsp. 1999].

Pomiary ekspresji, zarbwno w PBMC jak i w skodrze, sekwencji
HERV-K10 gag wykazujg duze rozrzuty wzgledem mediany. Wartosé
mediany poziomu ekspresji w przeliczeniu na milion kopii transkryptu
GAPDH w grupie kontrolnej w PBMC jest bardzo podobna do analogicznej
wartosci w innym badaniu, przeprowadzonym u o0sOb chorych na
tuszczyce (odpowiednio 38220 i 33692 kopii na milion kopii transkryptu
GAPDH), chociaz grupa ta sktadata sie tylko z dziesieciu ochotnikéw
[Namyst J i wsp. 2005].

Uzyskane wyniki wskazujg na wzrost aktywnosci transkrypcyjnej tej
sekwencji o ponad 125% w PBMC u o0séb chorych na morfee, ktéry to
jednak nie byt statystyczne istotny, najprawdopodobniej z powodu
sporego rozrzutu wartosci i braku normalnosci rozktadu zmiennej w
grupie kontrolnej. Z drugiej strony zanotowany wzrost byt statystycznie
istotnie nizszy niz ten opisany przez Namysta i wsp. w grupie chorych na
tuszczyce.

Aktywnos¢ transkrypcyjna tej sekwencji w skérze byta istotnie
statystycznie nizsza u osob z morfeq o okoto 34%. Podobnie jak w
przypadku sekwencji HERV-H (env 62) spadek ten jest ciekawy z punktu

widzenia mozliwego obnizonego potencjatu onkogennego. Nalezy jednak
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zauwazy¢, ze stwierdzony poziom istotnosci statystycznej znalazt sie
bardzo blisko wartosci krytycznej p=0,05 (tabela 6.10). W przypadku
wiekszej grupy kontrolnej rdznica ta mogtaby utraci¢ istotnosc
statystyczng. Nalezy zatem podchodzi¢ ostroznie do mozliwego spadku
ekspresji HERV-K10 gag w skoérze, a z kolei niska wartos$¢ tej réznicy
powoduje, ze ewentualne praktyczne wykorzystanie tego zjawiska jest

mato realne.

7.2.5 HERV-R (ERV-3) pol-env

ERV-3 to jeden najczesciej badanych ludzkich endogennych
retrowiruséw [Zwolinska K 2006]. Istniejg silne dowody na jego wazng
role w rozwoju fozyska. Wirus ten zintegrowat sie z genomem przodkéw
cztowieka okoto 30-40 milionéw lat temu, co ewidentnie Swiadczy o
potrzebie utrzymywania go w genomie - inaczej zmutowatby lub zostatby
usuniety [Kato N i wsp. 1987].

Wyniki niniejszego badania wskazuja, ze zdrowa skéra generuje
znacznie, bo az ponad dwunastokrotnie, wiecej transkryptow
HERV-R pol-env niz PBMC w grupie kontrolnej. Jest to jednoczesnie
najwyzszy zanotowany poziom ekspresji ze wszystkich sekwencji
objetych tym badaniem (tabela 6.9 i 6.10).

Zanotowano silny, statystycznie istotny wzrost aktywnosci
transkrypcyjnej tej sekwencji HERV-R w PBMC u 0s6éb chorych na morfee,
przy jednoczesnym wyraznym spadku tejze aktywnosci w skorze. Pomimo
odnotowanego spadku w skorze, poziom ten jest nadal wyzszy od
poziomu obserwowanego w PBMC.

W tym przypadku spadek aktywnosci transkrypcyjnej w wycinkach
skory u oséb chorych na morfee moze by¢ bezposrednim wynikiem

znaczgco obnizonej liczby gruczotéw tojowych w skdrze chorobowo
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zmienionej. Andersson i wsp. doniesli, ze poziom ekspresji ERV-3 jest
znaczaco podwyzszony w gruczotach tojowych u zdrowej populacji.
Poniewaz jednym z objawdw morfei jest zanik gruczotdow f{ojowych,
istnieje wysokie prawdopodobienstwo, iz jest to bezposrednia przyczyna
zanotowanego spadku ekspresji HERV-R pol-env. Poniewaz badania
przeprowadzone przez Anderssona i wsp. nie byty ilosciowe, lecz tylko
jakosciowe, hipoteza ta wymaga potwierdzenia [Andersson AC i wsp.
1996].

Uzyskane wyniki sq w tym przypadku niezwykle interesujace,
poniewaz rozrzut wartosci zmiennej u oséb chorych na morfee w skorze
byt bardzo maty (Ilustracja 6.5.e). Wyniki wskazujg na potencjalng
mozliwos¢ wykorzystania ERV-3 jako transkrypcyjnego markera choroby
lub, co bardziej prawdopodobne, jako narzedzia do oceny gruczotéw
tojowych. Mozliwos¢ takiego zastosowania wymagataby kolejnych badan z

uzyciem skory mechanicznie pozbawionej gruczotéw fojowych.

7.2.6 HERV-W env

Aktywnos¢ transkrypcyjna sekwencji HERV-W env w PBMC u
chorych na morfee byta blisko dwukrotnie wyzsza niz u zdrowych osob, a
roznica ta byla istotna statystycznie (tabela 6.9). Z kolei w skorze
zanotowano istotny statystycznie spadek ekspresji o blisko 60% w
porownaniu do oséb zdrowych (tabela 6.10).

Sekwencja ta rowniez byta badana przez Namysta i wsp. W badaniu
bedacym przedmiotem niniejszej rozprawy, zanotowane wartosci
ekspresji w PBMC normalizowane wzgledem ekspresji genu GAPDH byty o
rzad wielkosci wieksze. Z drugiej strony, cho¢ wyniki wskazujg na mniej
wiecej dwukrotny wzrost aktywnosci transkrypcyjnej u oséb chorych na

morfee, to w przypadku twardziny uktadowej Namyst i wsp. zanotowali
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wzrost czterokrotny, a jeszcze wiekszy w przypadku tuszczycy. W tym
miejscu nalezy jeszcze raz przypomnie¢ o nielicznych grupach w
badaniach Namysta i wsp. Twardzina uktadowa i tuszczyca sq chorobami
bardziej obcigzajacymi niz morfeg, ale wniosek sugerujacy, ze ekspresja
HERV-W env w PBMC jest tym wieksza, im ciezsza jest choroba tkanki
tacznej, bytby na tym etapie zbyt daleko idacy.

Zanotowany spadek ekspresji HERV-W env w skoérze jest kolejnym
zaskakujgcym wynikiem dla tej tkanki. W tym przypadku jednak rozrzut
wartosci zmiennej u oséb chorych jest duzy, wykresy w znacznym stopniu
zachodzg na siebie, a warto$¢ p wynosi prawie 3%. W przypadku skory,
sekwencja HERV-W env nie wydaje sie by¢ wysoce atrakcyjna w

kontekscie przysztych badan.
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7.3 Ocena roznic w aktywnosci transkrypcyjnej sekwencji HERV

pomiedzy ptciami

W niniejszym badaniu nie wykazano zadnych statystycznie
istotnych réznic w aktywnosci transkrypcyjnej badanych sekwencji HERV
pomiedzy grupg kobiet i mezczyzn, zaréwno w badaniu PBMC jak i
wycinkdéw skoéry. Przeprowadzona analiza statystyczna roznic aktywnosci
transkrypcyjnej HERV z podziatem na pte¢ byta konieczna z dwodch
powodow.

Po pierwsze, jak juz wspomniano, postuluje sie wiekszg
zachorowalnos¢ na morfee u kobiet niz u mezczyzn. Istnialy zatem
przestanki, ze ekspresja HERV moze by¢ zwigzana z picig w tym
przypadku, chociaz nie zaktadano z goéry takich roznic.

Po drugie, ewentualne réznice w ekspresji HERV u réznych pfci,
sktaniatyby do zwrdcenia wiekszej uwagi na problem doboru oséb w
grupach badanych i kontrolnych wzgledem tego kryterium. Jest to
szczegblnie wazne, gdy przyréwnamy grupe PBMC pobranych od osob
chorych na morfee, w ktérej kobiety stanowity blisko 54%, do kontroli
zdrowej, gdzie kobiety stanowity az 74% grupy. Poniewaz jednak
aktywnos¢ transkrypcyjna HERV najwyrazniej nie jest zalezna od pici,
idealny dobdér grup pod wzgledem procentowej liczebnosci kobiet i

mezczyzn nie wydaje sie bardzo istotny.
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7.4 Ocena roznic w aktywnosci transkrypcyjnej sekwencji HERV

pomiedzy grupami z aktywng a nieaktywna forma choroby

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata istotnych
statystycznych rdznic w aktywnosci transkrypcyjnej sekwencji HERYV,
porownujgc pacjentéw z formg aktywng do grupy z formag nieaktywng
morfei, z wyjatkiem HERV-W env w skorze. Ze wzgledu na szeroki
kontekst tego konkretnego wyniku, omdwiono go w dalszej czesci
dyskusji w podrozdziale 7.5.2.

Brak stwierdzonych réznic jest zastanawiajgcy. Logicznym wydaje
sie zalozenie, ze skoro wykazano rdéznice w skérze pomiedzy osobami
zdrowymi a chorymi, to réwniez podobne rdéznice powinny by¢ widoczne
przy poréwnaniu starszych ognisk do nowych, lub szerzacych sie. Mozna
byto przypuszcza¢, ze w PBMC aktywnos$¢ choroby powinna miec
przetozenie na zaistnienie istotne statystycznie rdznice, skoro dla
wiekszosci sekwencji zanotowano wzrosty ekspresiji.

Uzyskane wyniki pozwalaja na wysuniecie dwdéch w zasadzie
wzajemnie wykluczajgcych sie wnioskdw. Na tym etapie nie da sie
jednoznacznie okresli¢, ktéry z nich jest prawdziwy.

Z jednej strony aktywnos¢ transkrypcyjna HERV, moze byc¢ zupetnie
niezalezna od aktywnosci choroby w morfei. Cho¢ stanowi to
zaprzeczenie wynikow omdwionych w podrozdziale 7.2, w chwili obecnej
uzyskane wyniki nie wykluczajq takiej mozliwosci.

Z drugiej jednak strony, przyjete kryteria kwalifikacji oséb do
poszczegdlnych podgrup mogg nie odpowiada¢ w petni zatozeniom
eksperymentu. Kryteria wtgczenia do grupy z procesem aktywnym lub
nieaktywnym, opisane w podrozdziale 5.13, obejmowaty okres az 6
miesiecy do momentu dokonania kwalifikacji. Okres ten, z punktu
widzenia otrzymanych wynikow, wydaje sie zbyt dtugi. W tym czasie

nowe ogniska mogty upodobnic¢ sie do starszych, szerzgce sie przestaé
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rosng¢, a rumieniowe obwodki po prostu zanikngé, prowadzac do
zrébwnania aktywnosci transkrypcyjnej HERV  do poziomow
odpowiadajgqcym tym zanotowanym w grupie chorych z nieaktywng forma
morfei.

Poniewaz aktywnos¢ transkrypcyjna HERV moze mieé powigzanie z
aktywnym procesem immunologicznym w chorobach tkanki tacznej,
nalezatoby zmieni¢ kryteria wiaczenia do opisywanych podgrup. Obecne
kryteria nie odzwierciedlajg réznic immunologicznych, sg natomiast
uzyteczne z klinicznego punktu widzenia. Z kolei zbytnie zawezenie
kryteridw wigczania do grupy z aktywnym procesem chorobowym
mogtoby skutecznie ograniczy¢ jej liczebnos¢ i uniemozliwic
przeprowadzenie analizy statystycznej.

Na chwile obecng, procz jednego przypadku, nie mozna udowodnic
wptywu aktywnosci morfei na ekspresje HERV, co jest réwniez podparte
wynikami badan korelacji ze wskaznikiem LoSSI, opisanym w dalszej

czesci pracy, w podrozdziale 7.5.2.
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7.5 Ocena korelacji

7.5.1 Ocena korelacji pomiedzy ekspresjg sekwencji HERV a
mianem ANA

Jak juz wspomniano, nie uzyskano zadnych statystycznie istotnych
korelacji pomiedzy aktywnoscig transkrypcyjng HERV a mianem
przeciwciat przeciwjgdrowych.

W badaniach wfasnych nie wykazano korelacji pomiedzy
wskaznikiem LoSSI a mianem przeciwciat przeciwjadrowych, zaréwno w
probkach krwi, jak i w wycinkach skory. Nie wykazano réwniez zwigzku
pomiedzy mianem ANA a wiekiem chorych, czy dtugoscig trwania choroby
(danych tych nie ujeto w wynikach). Wydaje sie zatem, ze pomimo
nacisku na wykonywanie takich badan, ocena przeciwciat
przeciwjgdrowych w juz zdiagnozowanej morfei ma ograniczong wartosc
poznawczg. Skoro miana ANA nie korelujg z aktywnoscig, rozlegtoscig
zmian, dlugoscig trwania choroby, czy tez wiekiem chorych, to brak
korelacji pomiedzy aktywnoscig transkrypcyjng HERV a mianem ANA nie
jest zaskoczeniem.

Z drugiej strony nalezy pamietac, iz analizy korelacji dokonano na
podstawie oceny niespecyficznych przeciwciat przeciwjgdrowych. Pomimo
ze uzyty zestaw do oceny przeciwciat przeciwjgdrowych pozwalat na
pewne sprecyzowanie ich specyficznosci, to jednak nie umozliwiat
wykonania ilosciowej analizy konkretnych przeciwciat. Analiza miana
mozliwa byta tylko dla wszystkich przeciwciat przeciwjgdrowych tgcznie.
Co gorsza, ze wszystkich opisanych przeciwciat swoistych dla morfei,
uzyty w badaniach zestaw umozliwiat tylko na wyodrebnienie przeciwciat
przeciw histonom. By¢ moze specyficzna analiza przeciwciat na przyktad
przeciw topoizomerazie II lub dysmutazie ponadtlenkowej miedziowo-

cynkowej pozwolitaby na uzyskanie bardziej wartosciowych wynikdw.
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Otrzymane wyniki nie pozwalajg na jednoznaczng ocene zaleznosci
pomiedzy aktywnosciq transkrypcyjng sekwencji HERV a mianem
przeciwciat przeciwjadrowych. Z jednej strony niewielki wydaje sie by¢
zawigzek miana tak szerokiego spektrum przeciwciat z morfeq. Z drugiej,
same powigzania aktywnosci transkrypcyjnej HERV z morfeg, jak

pokazujg wyniki, nie sg tak silne jak zaktadano.

7.5.2 Ocena korelacji pomiedzy ekspresijg sekwencji HERV a

wskaznikiem LoSSI

W zdecydowanej wiekszosci przypadkdow nie znaleziono Zzadnych
statystycznie istotnych korelacji w kontekscie nasilenia zmian skérnych.
Tylko w przypadku sekwencji HERV-W env wykazano obecnos$¢ ujemnej
korelacji pomiedzy poziomem aktywnosci transkrypcyjnej w PBMC a
wskaznikiem LoSSI. Innymi stowy u chorych z wiekszymi objawami
ekspresja HERV-W env spada.

Znajduje to potwierdzenie w statystycznie istotnej rdznicy w
ekspresji HERV-W env pomiedzy pacjentami z aktywng, a nieaktywng
forma choroby. Pacjenci z forma aktywng wykazywali mniejszg ekspresje
(tabela 6.15 i 6.17). Co wiecej, u o0séb zdrowych poziom ekspres;ji
HERV-W env jest, jak juz wspomniano, statystycznie istotnie nizszy niz u
oséb chorych na morfee, a zatem najwyzszego poziomu aktywnosci
transkrypcyjnej mozna sie spodziewaé u o0sob chorych z niewielkimi
objawami lub/i nieaktywng formg choroby, ale nie u 0séb zdrowych i, co
niezwykle zastanawiajace, z bardziej zaawansowanymi klinicznie
postaciami choroby. Fakt ten trudno jednoznacznie wyjasni¢. Gdyby
ekspresja HERV-W env korelowata z diugoscig trwania choroby, mozna by
potwierdzi¢ hipoteze, ze do jej podwyzszenia dochodzi tylko we

wczesnych stadiach choroby.
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Z drugiej strony, w skorze sytuacja taka nie ma miejsca, gdyz nie
stwierdzono statystycznie istotnej korelacji. Jak juz wspomniano,
wykazana w skoérze roéznica w ekspresji HERV-W env nie jest
bezsprzecznie przekonywujgca, a tego wtasnie sie spodziewano. Wydaje
sie zatem, ze zmiany chorobowe w skorze nie majga bezposrednio
przetozenia na lokalng ekspresje HERV-W env, natomiast posrednio mogq
indukowac zmiany ekspresji znalezione we krwi.

Nieobecnos¢ innych korelacji w PBMC s$wiadczy¢é moze o braku
zwigzku nasilenia choroby na ekspresje HERV. Brak omawianych korelacji
w skorze byt wynikiem spodziewanym, poniewaz wycinki byly tylko
fragmentem chorobowo zmienionej skory, a wskaznik LoSSI zalezy od

wielkosci i potozenia zajetych obszarow.

7.5.3 Ocena korelacji pomiedzy ekspresjg sekwencji HERV a
dtugoscig trwania choroby

Poniewaz morfee cechuje generalnie dobre rokowanie, brak
korelacji pomiedzy aktywnoscig transkrypcyjng HERV a dtugoscig trwania
choroby nie jest wynikiem nieoczekiwanym. Choroba ma charakter
samoograniczajacy sie, bez ogdlnej tendencji do pogarszania sie stanu
zdrowia na przestrzeni lat [Danczak-Pazdrowska A 2011]. Skoro zatem
obecnos¢ HERV miata by¢ w zatozeniu wskaznikiem intensywnosci reakcji
autoimmunizacyjnej, to brak takich korelacji jest raczej potwierdzeniem

niewielkiego wptywu dtugosci trwania choroby na stan zdrowia chorego.
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7.5.4 Ocena korelacji pomiedzy ekspresjg sekwencji HERV a

wiekiem

W zdecydowanej wiekszosci przypadkéw nie stwierdzono korelacji
pomiedzy aktywnoscig transkrypcyjng HERV a wiekiem, zaréwno oséb
chorych na morfee, jak i zdrowych.

W skérze wykazano staba, dodatnig korelacje pomiedzy wiekiem
chorych a ekspresjag HERV-H (env 62), z tym Zze poziom istotnosci
statystycznej wynidst p=0,06, czyli nieznacznie powyzej przyjetego progu
5%. Podobna sytuacja wystepuje w PBMC, gdzie prawdopodobienstwo
braku korelacji wyniosto az 10%. Jednoczesnie, w grupie oséb zdrowych
nie wykazano takich zaleznosci zaréwno w PBMC (rs = 0,00; p = 0,98),
jak i w skérze (rs = 0,23; p = 0,46).

Jak juz wspomniano, wykazano silny spadek ekspresji HERV-H (env
62) w skorze, ale nie w PBMC. Oba te fakty mogg sugerowac¢, ze mtodsi
pacjenci chorzy na morfee wykazujg wiekszy potencjat inhibicyjny tej
sekwencji. Obecny stan wiedzy nie pozwala na odpowiedz na pytanie o
przyczyny takiego zjawiska. Opisana korelacja najprawdopodobniej ma
niewielkg wartos¢ poznawcza.

Drugim, niezwykle istotnym faktem jest zanik ujemnej korelacji
miedzy HERV-E pol a wiekiem w skorze. Nalezy jednak przypomniec, ze
grupa kontrolna liczyta tylko trzynascie tkanek. Obecnos¢ tej korelacji u
oséb zdrowych, jak i jej zanik u chorych na morfee, nie jest zrozumiata.
Warto przypomniec, iz réoznica w aktywnosci transkrypcyjnej HERV-E pol
pomiedzy osobami zdrowymi a chorymi na morfee nie byfa istotna
statystycznie, zatem utracie korelacji z wiekiem w morfei nie towarzyszy
0ogdblny wzrost lub spadek ekspresji. W dostepnej literaturze nie
znaleziono danych na ten temat, a uzyskane wyniki warte sg dalszych
badan.

Ogodlna tendencja do braku korelacji ekspresji HERV z wiekiem jest
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wynikiem spodziewanym. Podobnie jak w przypadku ptci, dobdér grup
badawczych pod wzgledem wieku jest tutaj niezwykle istotnym
problemem. Otrzymane wyniki stanowiq silng przestanke, ze grupy,
pomimo iz ich srednie wieku nie pokrywaty sie idealnie, dobrane byty z

wystarczajacg dbatoscia.

7.6 Ocena doboru genu referencyjnego

GAPDH jest jednym z najczesciej wykorzystywanych oraz
ewaluowanych gendw referencyjnych w badaniach real-time PCR, stad
najwieksza ilos¢ uwag krytycznych odnosnie jego stosowania. Poniewaz
nie bylo mozliwosci oceny stabilnosci genu referencyjnego przed
przystgpieniem do badan, wybdr podyktowany byt wskazaniami
opisanymi w literaturze. Wzieto pod uwage zaréwno korzysci jak i wady
wyboru genu GAPDH, bazujac na wynikach badan, wykorzystujgcych
zblizone tematycznie metody [Zainuddin A i wsp. 2008][Turabelidze A i
wsp. 2010][Oliveira JG i wsp. 1999].

W przypadku krwi, najtatwiejszg metodg oceny stabilnosci genu
referencyjnego jest odniesienie ekspresji do wejsciowej ilosci komorek.
Jak juz wspomniano, opracowanie takie dla badan HERV w chorobach
tkanki tacznej dla PBMC zostato wykonane, a skutecznos¢ uzycia genu
GAPDH jako punktu odniesienia - potwierdzona [Namyst ] 2006].

W przypadku wycinkdéw skéry zastanawiajacy jest fakt, ze réwniez
inne oznaczenia, prowadzone w tym samym laboratorium przy uzyciu
GAPDH jako genu referencyjnego, majq tendencje do generowania
wynikdw obnizonych w skorze chorobowo zmienionej. Tyczy sie to
tuszczycy [Szramka-Pawlak B i wsp. — w przygotowaniu], atopowego
zapalenia skéry [Walkowiak H i wsp — dane w opracowaniu], jak i samej
morfei [Danczak-Padrowska A 2011][Danczak-Padrowska A i wsp. 2012].
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Wydaje sie jednak, ze wybdr byt trafny w przypadku niniejszego
opracowania. Po pierwsze zanotowano jeden bardzo silny wzrost ekspres;ji
w skérze (HERV-K env), zatem nie wszystkie poziomy aktywnosci
transkrypcyjnej sq wzgledem GAPDH obnizone. Po drugie spadek
ekspresji HERV-R (ERV-3) pol-env da sie wyjasni¢ zmniejszong liczbg
gruczotow tojowych. Mimo wszystko, tendencja do spadkéw, zaréwno
tych statystycznie istotnych, jak i tych o mniejszej sile, jest
zastanawiajgca, dlatego autor sugeruje zastosowanie w przysztych
badaniach pewnych ulepszen w procedurze normalizaciji.

W przypadku skéry w zasadzie niemozliwe jest oszacowanie ilosci
komérek w skérze z zadowalajgcg doktadnoscig, zwtaszcza ze w badaniu
zmienia¢ bedzie sie jej twardos¢. Pozostajg zatem dwie mozliwosci.

Jedng z opcji jest standaryzacja masy pobieranej biopsji. W
przypadku niniejszego badania ilos¢ skéry, z ktérej izolowano RNA
podlegata pewnym wahaniom, co przektadato sie na ilos¢ izolowanego
materiatu (tabela 6.1). W celu standaryzacji masy nalezy pobierac
wycinki sztancg, co pozwala na pobranie wycinkdw o zblizonych
rozmiarach. Réwnoczesnie wycinki sg nieco wieksze, co umozliwia
uzyskanie wiekszej ilosci RNA, a co za tym idzie wykonanie oznaczen na
wiekszej ilosci gendw. Niestety wycinki o wiekszej masie sq bardziej
okaleczajgce. Chociaz pobieranie wiekszych wycinkdw skéry chorobowo
zmienionej od osob chorych mozna dos¢ tatwo usprawiedliwié, to jednak
takie badanie u o0séb zdrowych niesie za sobg watpliwosci natury
etycznej, nawet pomimo zgody tych oséb na wykonanie badan.

Innym rozwigzaniem jest normalizacja ekspresji oznaczanych
gendw nie wzgledem pojedynczego genu referencyjnego, lecz wzgledem
wspotczynnika obliczanego na podstawie ekspresji wiecej niz jednego
takiego genu. Geny te w miare mozliwosci powinny znajdowac sie na
roznych chromosomach i nie powinny by¢ bezposrednio ze sobg

powigzane w tym samym procesie metabolicznym. Umozliwia to
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minimalizacje ewentualnych fluktuacji, jesli poziom ekspresji jednego z
gendéw referencyjnych, w kontekscie zmiennej niezaleznej eksperymentu,
bytby zbyt wysoki. Liczba gendow referencyjnych, ze wzgledéw
praktycznych, oscyluje najczesciej miedzy dwa i cztery [Bjerregaard H
2011][Mehta R 2010].

7.7 Podsumowanie uzyskanych wynikow

Badania nad ludzkimi endogennymi sekwencjami retrowirusowymi
stajg sie coraz bardziej rozpowszechnione. Poddaje sie im coraz wiekszg
liczbe sekwencji, a skala tych badan nieustannie rosnie. Nie dotycza juz
one tylko gtownych dziedzin skupiajacych sie na HERV, takich jak
onkogeneza, embriogeneza ssakdéw, czy genomika, lecz rozprzestrzeniajq
sie rédwniez na inne pola, takie jak immunologia czy dermatologia.

Przeprowadzone badania byty pierwsza, szeroko zakrojong probag
okreslenia istotnosci wptywu ludzkich endogennych retrowiruséw na
przebieg morfei, majaca na celu wskazanie najwazniejszych punktéw
wyjscia do dalszych badan oraz kierunkow, ktére nie wydajg sie byc
wartymi dalszej eksploracji.

Uzyskane wyniki wskazujg na ogodlne tendencje wzrostowe
aktywnosci transkrypcyjnych badanych ludzkich endogennych sekwencji
retrowirusowych w PBMC oraz spadkowe w skérze, z pewnymi wyjgtkami
po obu stronach. Jednoczesnie udato sie precyzyjnie ustali¢ poziomy
aktywnosci transkrypcyjnej wszystkich badanych sekwencji HERV. Gtéwny
cel badania zostat zatem catkowicie osiggniety.

Wspomniane tendencje do wzrostu aktywnosci transkrypcyjnych
badanych ludzkich endogennych sekwencji retrowirusowych w PBMC
mogq odzwierciedla¢ podwyzszony poziom aktywnosci tych komoérek,

wywotany zaistniatym stanem zapalnym. Z drugiej strony obnizona
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transkrypcja w skérze moze prowadzi¢ do wniosku, ze aktywnos¢ HERV w
morfei, zwitaszcza rodzin HERV-E i HERV-H, nie stanowi ryzyka
onkogennego. Wyjatek stanowi sekwencja HERV-K env, intensywnie
badana w kontekscie raka piersi, ktérej ekspresja w skorze oséb chorych
na morfee jest wyraznie podwyzszona.

Chociaz nie da sie przeceni¢ wagi badan nad HERV, wptyw
endogennych wiruséw na ludzkie schorzenia ma swoje granice. Morfea
wydaje sie naleze¢ do grona choréb o podifozu autoimmunizacyjnym, w
ktérych wptyw HERV nie jest juz taki oczywisty. Chociaz wykazano wiele
réznic w poziomie transkrypcji sekwencji HERV pomiedzy osobami
chorymi a zdrowymi, dane te mdéwig nam niewiele o etiopatogenezie
choroby, a skala tych réznic, cho¢ w wielu przypadkach istotna
statystycznie, nie jest wielka.

Analiza korelacji aktywnosci transkrypcyjnej HERV z mianem
przeciwciat przeciwjadrowych, wskaznikiem LoSSI, wiekiem o0séb
objetych badaniem i dtugoscig trwania choroby, a takze réznic aktywnosci
pomiedzy piciami oraz pomiedzy grupami z aktywng i nieaktywng forma
choroby, poza kilkoma wyjatkami, nie wskazuje na istnienie istotnych
zaleznosci. Pomimo nieuzyskania zadowalajacej liczby statystycznie
istotnych wynikdéw, drugi cel badania rowniez zostat osiggniety.

Analiza real-time PCR nie pozwala na rozrdéznienie przyczyn od
skutkdw wykrytych wzorcéw ekspresji, ale pozwala na wskazanie
interesujgcych punktéw wyjscia do dalszych badan. Poniewaz udato sie
wskazal kilka takich zagadnien, pod tym wzgledem cel badania réwniez
zostat osiggniety.

Autor niniejszego opracowania zdaje sobie sprawe, iz wykryte
zaleznosci, takie jak wzrost aktywnosci ekspresyjnej HERV-K env w
chorobowo zmienionej skérze, wymagaja wyjasnienia i na dzien
dzisiejszy nie daja odpowiedzi na najwazniejsze pytanie o mechanizm

zaleznosci HERV w morfei.
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Opracowanie skutecznego protokotu izolacji RNA z biopsji ludzkiej
skory byto niewatpliwym sukcesem niniejszego badania. Protokdt ten
pozwala na skuteczng analize ekspresji prawie dowolnych gendw w

skorze, stad ostatni cel badania rowniez zostat osiggniety.
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Whnioski

Wydaje sie, ze zaréwno wzrost aktywnosci transkrypcyjnej
badanych sekwencji HERV-K env, HERV-R pol-env oraz
HERV-W env, jak i spadek aktywnosci transkrypcyjnej HERV-E pol w
PBMC u chorych na morfee majq charakter regulacyjny. Podobnie w
skorze o0sOb chorych na morfee, wykazane spadki aktywnosci
transkrypcyjnej HERV-H (env 62), HERV-K10 gag, HERV-R pol-env
oraz HERV-W env, jak i wzrost aktywnosci transkrypcyjnej

HERV-K env majq raczej regulacyjny charakter.

Nie ma zwigzku pomiedzy aktywnoscigq transkrypcyjng
badanych sekwencji HERV a wiekiem o0s6b chorych na morfee,
dtugoscig trwania choroby, wskaznikiem LoSSI, picia oraz
aktywnoscig choroby. Wyjatek stanowi badana sekwencja
HERV-W env, ktérej aktywnos¢ transkrypcyjna powigzana jest z
aktywnoscig choroby i wskaznikiem LoSSI w PBMC.

Nie ma zwigzku pomiedzy aktywnoscig transkrypcyjng
badanych sekwencji HERV a mianem oznaczanych przeciwciat

przeciwjgdrowych.
Opracowana witasna, oryginalna metoda izolacji RNA z

wycinkow ludzkiej skory umozliwia badania HERV oraz innych

genéw metodq real-time PCR.
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10. Streszczenie

,Ocena poziomu ekspresji wybranych ludzkich endogennych sekwencji

retrowirusowych w twardzinie ograniczonej”

Morfea, zwana  takze  twardzing  ograniczong  (localized
scleroderma), jest rzadko wystepujaca chorobg, ktorej gtdbwnym objawem
jest nadmierne wibknienie skoéry, prowadzace do jej stwardnienia.
Choroba zaliczana jest do grupy choréb tkanki tgcznej. Jej zasieg
ograniczony jest w zasadzie tylko do skory i struktur przylegajacych, w
odréznieniu od twardziny ukfadowej, ktéra charakteryzuje sie zajeciem
organdw wewnetrznych, obecnoscig objawu Raynauda i zdecydowanie
gorszym rokowaniem.

Ludzkie endogenne retrowirusy (HERV) sg pozostatosciami po
dawnych retrowirusowych infekcjach komoédrek linii rozrodczych,
przekazywanych w kolejnych pokoleniach i wielokrotnie powielanych.

Gtéwnym celem pracy bylo ilosSciowe okreslenie aktywnosci
transkrypcyjnej wybranych ludzkich endogennych sekwencji
retrowirusowych, tj. HERV-E pol, HERV-H (env 62), HERV-K eny,
HERV-K10 gag, HERV-R pol-env oraz HERV-W env, w jednojadrzastych
komérkach krwi obwodowej a takze w skérze chorych na morfee i
poréwnanie jej z osobami zdrowymi.

Drugim celem byta ocena korelacji aktywnosci wybranych sekwencji
HERV, tj. HERV-E pol, HERV-H (env 62), HERV-K env,
HERV-K10 gag, HERV-R pol-env oraz HERV-W env, w grupie chorych na
morfee z wiekiem badanych, dtugoscig trwania choroby, wskaznikiem
LoSSI oraz mianem przeciwciat przeciwjgdrowych, a takze rdéznic w tej
aktywnosci pomiedzy piciami oraz pomiedzy grupami z aktywng i

nieaktywng formg choroby.
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Trzecim celem byto opracowanie skutecznego protokotu
oczyszczania RNA z wycinkéw ludzkiej skory. Osiggniecie tego celu,
niezaleznie od jakosci pozostatych  wynikdw, pozwolitoby na
przeprowadzanie innych badan na tym niezwykle wymagajacym
materiale.

Do badania jednojadrzastych komodrek krwi obwodowej wtgczono 41
os6b ze zdiagnozowang morfeg (22 kobiety, 19 mezczyzn, ze Srednig
arytmetyczng wieku 44,1 lat). Grupe kontrolng stanowito 47 zdrowych
ochotnikéw (35 kobiet, 12 mezczyzn, ze srednig arytmetyczng 33,0 lat).

Wycinki skory z okolic chorobowo zmienionych zostaty pobrane od
36 pacjentdw chorych na morfee (17 kobiet, 19 mezczyzn, ze Srednig
arytmetyczng 45,1 lat). Grupe kontrolng stanowito 13 klinicznie zdrowych
fragmentow skéry, pobranych od oséb zdrowych oraz przy okazji
zabiegdéw chirurgicznych (6 kobiet, 7 mezczyzn, ze $rednig arytmetyczng
wieku 52,0 lat).

Catkowite RNA izolowano przy uzyciu zmodyfikowanego protokotu
opisanego przez Chomczynskiego i Sacchi, a nastepnie poddawano
odwrotnej transkrypcji przy uzyciu losowych starterow heksamerowych.
W badaniach aktywnosci transkrypcyjnej postuzono sie metodg real-time
PCR, przy uzyciu termocyklera Roche LightCycler 2.0 oraz systemu
detekcji opartego na barwniku SYBR Green. Poziom aktywnosci HERV
normalizowano wzgledem aktywnosci transkrypcyjnej genu
referencyjnego - GAPDH, a poprawno$¢ reakcji badano przy uzyciu
analizy temperatury topnienia amplikonu.

U chorych na morfee dokonano réwniez oznaczen miana przeciwciat
przeciwjadrowych ANA, oceny aktywnosci choroby oraz oceny nasilenia i

rozlegtosci zmian skornych, przy uzyciu wskaznika LoSSI.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw wysunieto nastepujace wnioski:

Wydaje sie, ze zaréwno wzrost aktywnosci transkrypcyjnej
badanych sekwencji HERV-K env, HERV-R pol-env oraz
HERV-W env, jak i spadek aktywnosci transkrypcyjnej HERV-E pol w
PBMC u chorych na morfee ma charakter regulacyjny. Podobnie w
skérze o0sOb chorych na morfee, wykazane spadki aktywnosci
transkrypcyjnej HERV-H (env 62), HERV-K10 gag, HERV-R pol-env
oraz HERV-W env, jak i wzrost aktywnosci transkrypcyjnej

HERV-K env majg raczej regulacyjny charakter.

Nie ma zwigzku pomiedzy aktywnoscig transkrypcyjng
badanych sekwencji HERV a wiekiem o0séb chorych na morfee,
dtugoscia trwania choroby, wskaznikiem LoSSI, picia oraz
aktywnoscig choroby. Wyjatek stanowi badana sekwencja
HERV-W env, ktorej aktywnosc¢ transkrypcyjna powigzana jest z

aktywnoscig choroby i wskaznikiem LoSSI w PBMC.

Nie ma zwigzku pomiedzy aktywnoscig transkrypcyjng
badanych sekwencji HERV a mianem oznaczanych przeciwciat

przeciwjadrowych.
Opracowana witasna, oryginalna metoda izolacji RNA z

wycinkow ludzkiej skory umozliwia badania HERV oraz innych

gendw metodq real-time PCR.
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11. Abstract

“Assessment of expression of selected human endogenous retroviral

sequences in localized scleroderma”

Morphea, also known as localized scleroderma, is a rare disease
whose main symptom is excessive skin fibrosis that leads to its
hardening. Morphea is categorized as a connective tissue disease. It is
limited only to skin and neighboring tissues, in contrast to systemic
sclerosis, which is characterized by internal organ involvement, the
presence of Raynaud's phenomenon and poorer prognosis.

Human endogenous retroviruses (HERV) are remnants of ancient
germ line retroviral infections, passed down through generations and
extensively multiplied.

The main goal of the study was to perform a quantitative
measurement of transcriptional activity of selected HERV sequences, i.e.,
HERV-E pol, HERV-H (env 62), HERV-K eny,
HERV-K10 gag, HERV-R pol-env, and HERV-W env, in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) and in skin biopsies and their comparison to
healthy controls.

The second goal was the assessment of possible correlations
between the transcriptional activities of those HERV sequences, i.e.,
HERV-E pol, HERV-H (env 62), HERV-K eny,
HERV-K10 gag, HERV-R pol-env, and HERV-W env, in morphea patients
and age of subjects, length of the disease, LoSSI index, titers of anti-
nuclear antibodies, as well as the assessment of differences in these
activities between sexes and patients classified to groups of active and
inactive forms of the disease.

The third goal was a formulation of an effective protocol for RNA
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isolation from human skin biopsies. The achievement of this goal,
notwithstanding the quality of other results, could allow for future RNA
skin biopsy studies.

The studies on PBMC involved 41 diagnosed morphea patients (22
women, 19 men, mean age 44.1 years). The control group consisted of
47 healthy volunteers (35 women, 12 men, mean age 33.0 years).

The studies on skin biopsies involved 36 morphea patients (17
women, 19 men, mean age 45.1 years). The control group consisted of
13 clinically healthy skin fragments, acquired from healthy people along
unrelated surgical procedures (6 women, 7 men, mean age 52.0 years).

Whole RNA was isolated with the use of a modified Chomczynski
and Sacchi protocol, followed by reverse transcription with the use of
random hexamer primers. The studies of transcriptional activities
involved real-time PCR, based on SYBR Green detection and Roche
LightCycler 2.0 thermocycler. The levels of HERV transcriptional activities
were normalized to the GAPDH reference gene level, while the quality of
amplified material was assessed with the melting curve analysis method.

The level of anti-nuclear antibodies, disease activity and LoSSI
index were additionally assessed in morphea patients.

The following conclusions were drawn on the results of this study:

1. It appears that both the increase of transcriptional activity of
HERV-K env, HERV-R pol-env, and HERV-W env, as well as the
decrease of the transcriptional activity of HERV-E pol in PBMC
among morphea patients appear to have a regulatory character.
Similarly, the decrease of transcriptional activity  of
HERV-H (env  62), HERV-K10 gag, HERV-R  pol-eny,
and HERV-W env, as well as the increase of transcriptional activity

of HERV-K env apparently seem to be regulatory.
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11 - Abstract

There is no relation between the transcriptional activity of the
studied HERV and age of morphea patients, length of the disease,
LoSSI index, sex and disease activity. HERV-W env in an exception
as it was found to be related with disease activity and LoSSI index
in PBMC.

There is no relation between the transcriptional activity of the

studied HERV and titer of the assessed anti-nuclear antibodies.
The formulated original method of RNA isolation from human

skin biopsies enables to study HERV and other genes with the use

of real-time PCR method.
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