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Wykaz skrétow stosowanych w pracy

skrét opis (ang.) opis (pol.)
2RA human transformed lung fibroblasts ludzkie transimvane fibroblasty
wywodzce sé z ptuc

AC adenylate cyclase cyklaza adenylanowa

AKAP cAMP-dependent protein kinase (A-kinase) cAMP-zalezne biatko kotwicace
anchoring proteins kinaz A

AKAP18y cAMP-dependent protein kinase (A-kinase) cAMP-zalezne biatko 18
anchoring protein 18 kotwiczace kinaz A

AKAP250 cAMP-dependent protein kinase (A-kinase)  cAMP-zalene biatko 250
anchoring protein 250 kotwiczace kinaz A

AKAP350 cAMP-dependent protein kinase (A-kinase)  cAMP-zalene biatko 350
anchoring protein 350 kotwiczace kinaz A

AKAP79 cAMP-dependent protein kinase (A-kinase)  cAMP-zalezne biatko 79
anchoring protein 79 kotwiczace kinaz A

AKAP95 cAMP-dependent protein kinase (A-kinase) = cAMP -zaleine biatko 95

anchoring protein 95

kotwiczace kinaz A

AKT1 (PKBa),

RAC-alpha serine/threonine-protein kinasel

kindatkkbwa B, izoforman

AKT2 (PKBp)

RAC-alpha serine/threonine-protein kinase2

kinbatkowa B, izoform@

AKT3 (PKBy)

RAC-alpha serine/threonine-protein kinase3

kinaiatkowa B, izoformg

AP1

activator protein 1

czynnik transkrypcyjny AP1

AP2 activator protein 2 czynnik transkrypcyjny AP2

AP-2a activator protein-@ czynnik transkrypcyjny AP-®

ATF-1 activating transcription factor 1 czynnikriskrypcyjny ATF-1

BAD BCL-associated death promoter biatko proaptyptme nalggce do
rodziny biatek BCL

BAK Bcl-2 antagoniskiller 1 biatko inhibujce apoptog z rodziny
biatek BCL

BAX Bcl-2 associated protein X biatko apoptotycoradezace do
rodziny biatek BCL

BCL B-cell lymphoma biatka inhibitorowe apoptozy z
rodziny biatlek BCL, z rodziny biatek
BCL

BCL2 B-cell lymphoma 2 biatko inhibitorowe apoptozy

BCLW Bcl-2-like protein 2 biatko antyapoptotyczne nalee do

(BCL2L2) rodziny BCL

BCIXL B-cell lymphoma-extra large biatko antyapopttzne naleace do
rodziny bialek BCL

BIM Bcl-2 interacting mediator of cell death biatkooapoptotyczne naigce do
rodziny BCL

BIP binding immunoglobulin protein opiekeze biatko wizace z rodziny

Hsp70




skrét

opis (ang.)

opis (pol.)

BIRC5 baculoviral IAP repeat-containing protein 5 gen kodujcy biatko surwiwirg

BOK BCL2-related ovarian killer biatko proapoptotyczne natgce do
rodziny BCL-2

cAMP cyclic adenosinomonophosphate cykliczny adgnomonofosforan

CBT canine brain tumor cell lines linia komorkowa glegganézgu

CDK4 cyclin-dependent kinase 4 kinaza 4. zaseod cyklin

CDKs cyclin-dependent kinases kinazy zake od cyklin

C-FOS proto-oncogene proteins involved in growth  protoonkogen, czynnik

related transcriptional control transkrypcyjny C-FOS

CG human chorionic gonadotropin ludzka gonadot@pimsmowkowa

CGBcf CGB core fragment fragment korowy CGB

CGn nicked chorionic gonadotropin .NeiE” gonadotropina
kosmowkowa

C-JUN proto-oncogene and transcription factor pokogen , czynnik
transkrypcyjny C-JUN

COs-7 green monkey kidney fibroblast-like cell line  linia komorkowa fibroblastéw z nerki
malpy zielonej

COX2 cyclooxygenase-2 cyklooksygenaza

Cr concentration ratio stosunek ¢gyania ekspresji genu
badanego wzgtlem ekspresji genu
referencyjnego

CRE cAMP-responsive element element regulatorowynotora
regulowany przez cAMP

CREB-1 cAMP responsive element binding protein 1 ynaik transkrypcyjny, biatko
regulupce ekspregjgenow
zaleznych od cAMP

CREM cAMP-responsive element modulator modulatangkrypcji zalenej od
cAMP

CTMP carboxyl-terminal modulator protein biatko nudhgjace

CTP C-terminal peptide karboskylowy koniec peptydu

EGF epidermal growth factor nabtonkowy czynnik we&tto

EGFR epidermal growth factor receptor receptor nabtonkowego czynnika
wzrostu

ELK1 ETS domain-containing protein Elk-1 aktywatmanskrypcji naleacy do
rodziny bialek ETS

ERK extracellular signal-regulated kinases kinagutowana sygnatem
zewrgtrzkomorkowym

ERK1 (p44) kinaz ERK1 kinaza regulowana sygnatem
zewmgtrzkomorkowym — izoforma 1

ERK2 (p42) kinaz ERK2 kinaza regulowana sygnatem
zewrgtrzkomorkowym — izoforma 2

ERp72 endoplasmic reticulum resident protein 72 alkii opiekuicze retikulum

endoplazmatycznego




skrét

opis (ang.)

opis (pol.)

ERp94 endoplasmic reticulum resident protein 94 biatko opiekuicze retikulum
endoplazmatycznego

ETS-2 protein C-ets-2 (E-twenty six) family member czynnik transkrypcyjny ETS-2

FASL FAS ligand ligand receptora FAS

FOXO1 forkhead box protein O1 czynnik transkrypgyifOX0O1

FOXO3a forkhead box O3a czynnik transkrypcyjny FCBéO

FSH follicle-stimulating hormone folikulotropinahprmon
folikulotropowy

GDP guanosine diphosphate guanozynodifoforan

GEF guanine nucleotide exchange factor czymnikiiany nukleotydu
guaninowego

GPCRs G protein-coupled receptors receptoryegpre z biatkiem G

GRB2 growth factor receptor-bound protein 2 bialkgzace recptor czynnika
wzrostu

GSK-3 glycogen synthase kinase 3 3 kinaza synthizgggnowej

GTP guanosine-5'-triphosphate guanozyno-5'-trifi@sfo

H-CG hyperglycosylated CG hiperglikozylowana gonadotropina
kosmowkowa

H-CGB hyperglycosylated CGB hiperglikozylowana wolna
podjednostka beta

hGL5 human granulosa-lutegell line ludzka linia komérowowa
wowodzca sé z komérek
ziarnistych jajnika

IGFBP1 insulin-like growth factor-binding protein 1 biatko wigzace czynnik
insulinopodobny

ILK integrin-linked kinase kinaza ILK

JNK c-Jun N terminal/stress acivated protein kinasekinaza biatkowa fosforylaca N-
koniec biatka Jun

JRF junctional regulatory factor czynnik regulujcy pohczenia

K167 Ki-67 protein antygen proliefarcyjny Ki67

LHB lutropin subunit beta podjednostka beta lutriopiny

LHCGR lutropin-choriogonadotropic hormone receptor receptor dla lutropiny |
gonadotropiny kosméwkoej

LIF leukemia inhibitory factor czynnik hamujcy bialaczk,
interleukina 6

MAP mitogen activated protein biatko aktywowamegz mitogen

MAPK mitogen-activated protein kinase kinaza biadkaéywowanego przez
mitogen

MAPKAP2 MAPK-activated protein kinase 2 aktywowdaaazami MAP kinaza —
izoforma 2

MAPKAPKs MAPK-activated protein kinases aktywowddaazami MAP kinaza

MAPKK mitogen activated protein kinase kinase kmm&mazy biatkowej

aktywowanej przez mitogeny




skrot opis (ang.) opis (pol.)

MAPKKK an activated MAPK kinase kinase kinaza kip&kinazy MAP

MCL1 myeloid cell leukemia sequence 1 gen MCL1

M-CSF macrophage colony-stimulating factor 1 czynnik stymulujcy powstawanie
kolonii makrofagéw

MDM2 mouse double minute 2 homologis ligaza ubikwitynowa MDM2-E3

ubiquitin-protein ligase

MEK mitogen-activated protein kinase kinase kinaza kinazy aktywanej mitogenem

MK2/3 MAPK-activated protein kinase 2/3 aktywowadl&P kinazami
biatkowe kinazy 2/3

MK5 MAPK-activated protein kinase 5 aktywowane MRiRazami
biatkowe kinazy 5

MKI67 proliferation-related Ki-67 antigen gen kodey Ki67

MMP-1 matrix metalloproteinase-1 metaloproteinamierzy
pozakomorkowej 1

MMP-2 matrix metalloproteinase-2 metaloproteinazcierzy
pozakomorkowej 2

MMP-9 matrix metallopeptidase 9 metaloproteinazaisray
pozakomorkowej 9

MNKs MAPK-interacting kinases kinazy oddziadag z kinazami MAP

MSKs mitogen- and stress-activated kinases kinkmewane mitogenami
i stresem

mTORC2 mammalian target of rapamycin complex 2 Kekwp2 kinazy serynowo-
treoninowej mMTOR

MYT1 myelin transcription factor 1 mielinowy czyntmanskrypcyjny

NGF nerve growth factor czynnik wzrostu nerwu

NK natural killerscells komorki NK

O-CGA O-glycosylated CGA O-glikozylowana wolna
podjednostka alfa

OCT3/4 octamer-binding transcription factor 3/4 czynnirtskrypceyjny Oct-3/4

OVCAR-3 human ovarian carcinoma cell line ludzkavotworowa linia
komdrkowa wywodgca st z jajnika

P27 KIP1 gene encoding cyclin-dependent kinase gen kodujcy zaleny od cyklin

inhibitor 1B inhibitor kinazy

P27 cyclin-dependent kinase inhibitor zaty od cyklin inhibitor kinazy

WAT1/CIP1

P38 P38nitogen-activated protein kinase kinaza P38 aktywowana mitogenami

P53 P53protein biatko supresorowe P53

PAP7 PAP7 A-kinase anchoring protein biatko komyie kinaz A

PDGF platelet-derived growth factor ptytkopochodny czynnik wzrostu

PDGFR platelet-derived growth factor receptor receptor ptytkopochodnego czynnika
wzrostu

PDK1 phosphoinositide-dependent kinase 1 kinazale&kra od

fosfatydyloinozytolu




skrot opis (ang.) opis (pol.)

PDK2 phosphoinositide-dependent kinase 2 kinazal@na od
fosfatydyloinozytolu

PH pleckstrin homology domain domena homologiczmaameny
plekstryny, oddziatujca z
fosfatydyloinozytlofosforanami

PHLPP PH domain and Leucine rich repeat Protein  fosfataza PHLPP
Phosphatases
PI3K phosphatidylinositol 3-kinase kinaza fosfatlgd@-inozytolu
PIP3 phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate foéforan-3,4,5-
fosfatydyloinozytolu
PKA protein kinase A kinaza biatkowa A
PKB protein kinase B kinaza biatkowa B
PP2A protein phosphatase type 2A fosfataza biadk@wv
PPARy peroxisome proliferator-activated recepgor-  czynnik transkrypcyjny
RB retinoblastoma protein biatko retinoblastoma
PTEN phosphatase and tensin homolog deleted on fosfataza PTEN
chromosome ten
RAF RAF protein biatko RAF
RAS RAS protein biatko RAS
rCGB recombinant chorionic gonadotropin beta- rekombinowana wolna podjednostka
subunit beta ludzkiej gonadotropiny
kosméwkowej
RSKs ribosomal S6 kinases kinazy rybosomalne S6
RTKs receptor tyrosine kinases receptor o aktyseinkinazy
tyrozynowe;j
Rv Raw volume natenie sygnatu w olgbie pola
immunoreaktywnego pzka
SAP-1 serine/threonine-protein phosphatase 6 podjednostka 1
regulatory subunitl serynowo/treoninowej fosfatazy 6.
SAP1A serine/threonine-protein phosphatase 6 podjednostka 1A
regulatory subunitlA serynowo/treoninowej fosfatazy 6.
SKOV-3 human ovarian carcinoma cell line ludzkaalikomoérkowa raka jajnika
SMAD Protein kinase SMAD kinaza biatkowa SMAD
SNP single nucleotide polymorphism polimorfizm mhjgczego
nukleotydu
SOS son of sevenless biatko SOS
SP1 Specificity Protein 1 czynnik transkrypcyjnylSP
SP3 Specificity Protein 3 czynnik transkrypcyjny3SP
TCF Ternary Complex Factor czynnik transkrypcyjrgF
TGH3 transforming growth factor transformajy czynnik wzrostup
TGFBR transforming growth factor-beta receptor emor transformucego czynnika
wzrostup
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skrot opis (ang.) opis (pol.)

TGFBR2 transforming growth factor-beta receptor receptor transformagego czynnika
type 2 wzrostup typu drugiego

TIF-1A transcription initiation factor czynnik injacji transkrypcji

TRB3 tribbles homolog 3 biatko TRB3

VEGF vascular endothelial growth factor czynnik estusrodblonka naczy

WEE1 WEE1-like protein kinase WEEI-podobna kinaza

XIAP X-linked inhibitor of apoptosis protein bialantyapoptotyczne

aCBF aCCAAT-binding factor czynnik transkrypcyjnyCBF
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1. Wstep

1.1. Budowa i ekspresja ludzkiej gonadotropiny kosiwkowej i jej podjednostek

Ludzka gonadotropina kosmowkowa, nazywana hormoneiazowym,

w warunkach fizjologicznych produkowana jest prkemorki trofoblastu. Podobnie jak
pozostate hormony gonadotropowe: lutropina (LH)iktdotropina (FSH), tyreotropina
(TSH), gonadotropina kosméwkowa (CG) zbudowana restwéch podjednostek: alfa
i beta. Mimo ra@nych funkcji petnionych przez poszczegdélne gonamiry podjednostka
alfa jest dla nich wspdlna. Ze wzdu na swaj unikatowd¢ o specyficznéci danego

hormonu, a wjc takze i wtasndciach CG, decyduje podjednostka beta [Pierce idpars
1981].

Podjednostka alfa CG (CGA) kodowana jest przez dymezy gen CGA
zlokalizowany na chromosomie 6CGA jest modelowym genem eukariotycznym
posiadajcym kasef TATA, a jego ekspresja regulowana jest przede stk
aktywnacia czynnikow transkrypcyjnych zaleych od cyklicznego
3',5'-adenozynomonofosforanu (CAMP)sikéd podstawowych czynnikéw regulatorowych
CGA wymienia st CREM, CREB-1 i ATF-1. Badania nad promotorem geDGA
dowodz, ze jego ekspresjregulup réwniez takie czynniki transkrypcyjne jak: TSEB,
AP-a, aCBF, JRF oraz OCT3/4 [Liu i wsp. 1996; Jamesonp.vi989].

Podjednostka beta ludzkiej gonadotropiny kosmowkowktora decyduje
o specyficznéci hormonu, kodowana jest przez osiem allelicznyapendw
zlokalizowanych na chromosomie 19. oznaczonych:j@@Bl, CGB2 CGB3 CGB5
CGBG CGB7 CGB8 CGB9 [Talmadge i wsp. 1984]. Geny podjednostki beta
gonadotropiny kosméwkowej powstaty jako rezultaplikaciji przodka genu kodagego
podjednostk beta hormonu luteinizggego (HB). Procesowi ewolucji genowCGB
u cztowieka towarzyszyto nagromadzenie wysokiezbic polimorfizméw pojedynczych
nukleotydow (SNPs)Najwicksz ich liczbe odnotowuje st w genachCGB3i CGB7 oraz
LHB. Jednak, jak dat nie udowodniono, aby wygtowanie poszczegoélnych SNPs miato
wplyw na ekspregj CGB czy biologé komérek § wydzielagcych [Hallast i wsp. 2005;
Rull i wsp. 2008 b].



Za najbardziej aktywne transkrypcyjnie geny uaest CGB5 a take CGBS8
i CGB3. Geny CGB7 i CGB6 ulegap znacznie stabszej ekspresji. Oproczykka
i rozrostéw trofoblastu, réwnie liczne tkanki prawidtiowe i nowotworowe mgpg
produkowg& CGB [Cocquebert i wsp. 2012; Li i wsp. 2008; IB307; Hotakainen i wsp.
2007; Rull i Laan 2005]Aktywnos¢ gendwCGB1i CGB2 uwazanych do niedawna za
pseudogeny, wykrywana jest jedynie na poziomieskeyptow w tazysku [Rull i Laan
2005; Bo i Boime 1992], przysadce [Dirnhofer i w&p96], pdrach [Berger i wsp. 1994] i
raku piersi [Giovangrandi i wsp. 2001].

Biatka syntetyzowane na bazie mRNA gen@®&B3-9 réznig sie tylko jednym
aminokwasem w pozycji 117. W przypadku gen@®B7i CGB9w pozycji tej wyst¢puje
alanina, natomiast w produktach biatkowy@GB3 CGB§ CGB5 i CGB8 kwas
asparaginowy. Wydaje ijednak, ze ten polimorfizm nie wpltywa znagzo na
funkcjonalnd¢ produkowanego biatka [Talmadge wsp. 1984].

Stosunkowo die podobiéstwo poszczegdlnych alleGGB utrudnia szczegotoav
analiz regulacji ich ekspresji. Ponadto w ich rejonie rpodorowym brak klasycznych
sekwencji regulatorowych. W przecivigwie doCGA geny kodujce podjednostkbeta
CG nie posiadgj kasety TATA i, mimoze ich ekspresja rowniezalezy od poziomu
cAMP, w zadnym z gendwCGB nie zidentyfikowano konsensusowej sekwencji CRE.
Niemniej jednak dowiedzionoze w obebie promotoraCGB5 nastpuje wigzanie
czynnikow takich jak CREB-1 i ATF-1 [Jameson i wg®89]. Do innych elementow
potencjalnie regulgcych transkrypegy CGB nalezg: ETS-2, SP3, AP2 a tak OCT3/4,
PPARy, czy P53. Przypuszczag¢size newralgiczne miejsca regulatorowe geno@B
mog Siega® nawet siedmiuset par zasad paejypunktu startu transkrypcji [Fournier
iwsp. 2011; Sohr i wsp. 2011; Knofler i wsp. 20@000; Ghosh i wsp. 2003; Liu
i Roberts 1996].

Znaczcy udziat w aktywacji transkrypcfCGB maj réwniez specyficzne zmiany
wzoru metylacji obszaréw promotorowych tych gendwwiedziono,ze komorki tayska,
a take nowotwory trofoblastu charakteryzugic hipometylacy klastra CGB [Uuskila
i wsp. 2011]. Miejscow demetylagj rejonow promotorowych geno®GB odnotowano
rowniez dla komérek nowotworowych produkgych CGB  pochodzenia
nietrofoblastycznego — linii glejaka (CBT), a #ak niewykazujcych ekspresji CGB
fibroblastéw linii 2RA [Grigoriu i wsp. 2011; Camipa wsp. 1993].

Mimo iz synteza podjednostek alfa i beta gonadotropinyniegkowej zachodzi

niezalenie od siebie, to jest doskonale zsynchronizowRierwszy zaktywowany zostaje
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promotor CGA a co za tym idzie, pogikowo pojawia si biatko podjednostki alfa
[Albanese i wsp. 1991]. Co wgej, dowiedzionoze niezalenie od etapu @iy i stopnia
zroznicowania komoérek toyska, CGA zawsze produkowana jest w nadmiarze sustal
do CGB. Stosunek ikei wytwarzanej CGA do CGB #éoie wraz z pospem cjzy od
okoto 1,7:1 w pierwszym trymestrze do 12:1 w okeeskotoporodowym. Ze wzgilu na
fakt, iz do utworzenia funkcjonalnego hormonu nigiiie § obie podjednostki, poziom
biatka CGB uznaje si za czynnik limitugcy ilos¢ powstajcego heterodimeru CG
[Boothby i wsp. 1983]. Sugerujeesize czynnikiem decydagym o ilaéci powstajcego
funkcjonalnego biatka CGB jest obrobka potranskyype kodujcego go mRNA oraz
modyfikacje potranslacyjne biatka. Analiza poroweaa komorek cytotrofoblastu
wykazata bowiem, 7z zwickszenie syntezy mMRNACGB nie zawsze e sk
z odpowiednim wzrostem produkcji biatka [Handschwisp. 2009].

Synteza polipeptydéw CGA i CGB zachodzi w polisomaezorstkiego retikulum
endoplazmatycznego. Powsi@ pierwotnie czsteczki, zwane pre-alfa i pre-beta,
posiadaj sekwencje sygnalne o diugd odpowiednio dwudziestu czterech i dwudziestu
aminokwasow. Fragmenty sygnalne odcinane pszez peptydazy zanim gsteczki
opuszcz kompleks rybosoméw [Huth i wsp. 1992; Peters i wsp84]. Modyfikacje,
polegajce na skroceniu teucha polipeptydowego, magjistotne znaczenie zwilaszcza
w przypadku CGB, gdy wowczas nagpuje odstonjcie aminokwasow C-kaca (CTP)
podjednostki beta, ktéry decyduje m.in. o okresd@trivania ludzkiej gonadotropiny
kosmowkowe] we krwi, a tale o whzaniu s¢ czsteczki hormonu z receptorem dla
gonadotropiny kosmoéwkowej i hormonu luteiniggo (LHCGR) [Cole 2012 a].

Nowo zsyntetyzowane polipeptydy CGA i CGB, zbudowaondpowiednio
z dziewkc¢dzieseciu dwoch i stu czterdziestuggiu aminokwasow, przechoglnastpnie
do $wiatta retikulum endoplazmatycznego, gdzie podlgdajdowaniu i modyfikacjom
potranslacyjnym. Dzki potencjalowi oksydacyjnemu i obeded disulfidoizomeraz
w swietle retikulum endoplazmatycznego w ¢tie podjednostek CG dochodzi do
utworzenia mostkow dwusiarczkowych. Wykazane, pierwsze fatdowaniu podlega
biatko CGA. Zwijanie sj podjednostki alfa zachodzi szybciej w poréwnana CGB.
W tancuchu polipeptydowym CGA twogzsic wéwczas trzy gtle stabilizowane gicioma
mostkami dwusiarczkowymi pogdzy cysteinami: 7. a 31., 59. a 87., 10. a 60.,a282.,
oraz 32. a 84. Obecfiowigzan dwusiarczkowych w CGA warunkuje powstanie struktur

tzw. wezta cysteinowego [Xing i wsp. 2001].
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Konformacja podjednostki beta CG réwhiezalezy od utworzenia wizan
dwusiarczkowych. W przeciwistwie do CGA proces ten zachodzi stopniowo igzany
jest z tworzeniem gispecyficznych stanow przejowych struktury CGB [Wilken i wsp.
2007; Huth i wsp. 1992]. Pierwszy tworzye sinostek pomidzy cysteinami 34. i 88.,
azaraz po nim wranie m¢dzy cysteig 38. i 57. W miag postpowania procesu
fatdowania podjednostki beta CG pojawiaje kolejne mostki dwusiarczkowe, pogdiy
cysteinami 9. a 90. i 23. a 72. Te ostatnigzania § prawdopodobnie odpowiedzialne za
stabilizacg utworzonej w tym samym czasie lokalnej struktueyabkartki w obgbie CGB.
W nastpnych etapach, gdy dochodzi do stopniowego dopasawaodjednostek alfa
I beta, w polipeptydzie beta zostaje utworzony mlostwusiarczkowy pomdzy resztami
93.1 100. Ostatnie pojawiacswigzanie pomgdzy cysteinami 26. i 110. Mostki pogaizy
aminokwasami 93. i 100. oraz 26. i 110. stabijzwjazny dla sktadania i aktywroi
biologicznej hormonu C-koniec biatka CGB [Huth | ps1992]. Usunicie czsci
aminokwaséw w tym rejonie sprawize casteczki CG staj si¢ biologicznie nieaktywne
lub catkowicie uniemgiwia utworzenie heterodimerwdblonka-Shariff i Boime 2009;
Cole i wsp. 1991].

Z uwagi na pojawiace s¢ liczne strukturalne stany przejowe przyjmowane
przez podjednostkbeta CG podczas faldowania i tworzenia mostkowsiavazkowych,
proces ten wymaga obedwobiatek opiekuczych takich jakBIP, ERP72 i ERP94 [Feng
i wsp. 1996] Przypuszcza sj ze funkcg opiekwcza petni rownie sama podjednostka
alfa hormonu, stanowt dla CGB swoistego rodzaju rusztowanie [Xing i wg004;
Ruddon i Bedows 1997].

Zmiany strukturalne, jakim podlegajobie podjednostki podczas sktadania
hormonu, ponadto doprowadzajo przewleczenia aminowegordaa CGA przez jedn
zpetli CGB, zwary pasem bezpiecastwa, obejmuca aminokwasy 93. i 110.

I ustabilizowan dzigki mostkowi dwusiarczkowemu pogaizy aminokwasami 26. i 110.
Takie zaptlenie podjednostek podnosi trwé&to utworzonej przestrzennej struktury
hormonu [Xing i wsp. 2001].

Oprocz przygcia prawidtowej konformacji lkczowe znaczenie dla nadania
czasteczce CG swoistych wiawosci biologicznych ma glikozylacja obu podjednostek
hormonu Ruddon i wsp. 1987]Ze wzgbdu na fakt, 2 wtypie pohczer i liczbie
przylaczanych reszt cukrowych obserwuje stotne ranice, wyr&nia st a pigtnascie
rodzajow czsteczek gonadotropiny kosmowkowej i jej pochodny©ldnaleg¢ je mazna

w surowicy I moczu ezarnych kobiet, ale tale w nowotworach trofoblastu i licznych
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nowotworach nietrofoblastycznych [Cole 2012 a i Bk¢ podstawowych i najbardziej
znacacych biologicznie cgsteczek to: gonadotropina kosmowkowa (CG),
hiperglikozylowana gonadotropina kosmowkowa (H-C@jperglikozylowana wolna
podjednostka beta (H-CGB), wolna podjednostka &0&A) i O-glikozylowana wolna
podjednostka alfa (O-CGA). Pozostate typysteczek takie jak ,nagia” gonadotropina
kosmoéwkowa (CGn) oraz fragment korowy CGB (CGBpfwstajce na skutek rozpadu

i degradacji hormonu, wydajsie nie mie€ zadnego lub niewielkie znaczenie biologiczne
[Cole 2012 ai b].

Podstawowy wariant gonadotropiny kosmowkowej — €& piatkiem o catkowitej
masie okoto 38 kDa, z czego 70% masy przypadarncuéay polipeptydowe, a 30% na
przylaczone do nich reszty cukrowcowe. W tym warianciepoaierzchni podjednostki
beta wystpujs dwuantenarne cukrowce przgkone do dwdch reszt asparaginy
wigzaniami N-glikozydowymi i tréjantenarne reszty cmke pohiczone z czterema
resztami seryny wrzaniami O-glikozydowymi. Glikozylowane aminokwas®%8 znajdug
sie gidbwnie na C-kacu polipeptydu, a modyfikacja tego fragmentu biajgst jednym
Z elementéw warunkggym immunogenn&& i specyficzné¢ hormonu. Sugeruje i
rowniez, ze zwigzane z obecrigia okrelonych cukrowcow wihasnimi konca
karboksylowego podjednostki beta decydajszybkiej sekrecji hormonu poza komgrk
a zarazem 0 jego okresie poitrwania [Jablonka-8haBoime 2009]. W podstawowym
wariancie hormonu podjednostka alfa rowniglega glikozylacji, jednak tylko poprzez
wigzania N-glikozydowe i przykzenie cukrow dwuantenarnych do dwéch reszt
asparaginy. W eiteczce CGA nie obserwuje¢scukrowcéw przydczonych do reszt
seryny [Cole 2009].

Hiperglikozylowana gonadotropina kosmowkowa (H-Jest casteczly wicksz
od podstawowego wariantu CG, a elementem deggdn o jej masie (38,5-40 kDa) s
dodatkowe, bardziej zione reszty cukrowe [de Medeiros i Norman 2009]zriRde
w sposobie glikozylacji gonadotropiny kosmowkowepgn dotyczy¢ wszystkich reszt
cukrowych obecnych w biatku, cboodnotowano, 2 to cukry przyhczone wizaniem
O-glikozydowym wykazuj najwickszg zmiennd¢. | tak w H-CG ulegajce glikozylacii
seryny wzbogacone zosjajo reszty cukrowe skladgje s¢ z szdéciu jednostek
monosacharydow, natomiast reszty asparaginy o tzéjantenarne reszty cukrowe
[Cole 2012 ai b].

Analizy struktury pierwszokdowej podjednostek dowiodtyz CG o podstawowej

glikozylacji i H-CG buduj te same polipeptydy. Brak jednak danych na tenmaywu
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stopnia glikozylacji CG na ewentualne zmiany konfacyjne biatka [Lu i wsp. 2012].
Niemniej sugeruje 8] ze obecné& dodanych zaraz po rozpecm translacji biatka
cukréw na aminowym kicu beta podjednostki CG i@ mieg wptyw na proces tworzenia
mostkow dwusiarczkowych w tej ggteczce [Feng i wsp. 1995; Merz i wsp. 2007]. Zkol
glikozylacja karboksylowego Kea CGB, ktéra odbywa sina péniejszych etapach,
wptywa na dalsz obréble biatka i jego zwijanie [Garcia-Campayo i wsp. 2P02

Przygcie prawidtowej konformacji przez podjednostki homa i ich wsgpne
modyfikacje potranslacyjne gswarunkiem koniecznym, aby biatka mogly épid
retikulum endoplazmatyczne. Kolejne etapy dojrzeéwaodjednostek CG, ktére obejmu;j
m.in. dodatkowe zmiany w sposobie glikozylacji takak sjalizacja, zachodzjuz
w aparacie Golgiego. Ze wzglu na fakt, 2 CG jak i casteczki jej pochodne podlegaj
eksportowi na zewgtrz komorki, w ostatnich fazach obrobki pakowageaspecherzyki
i transportowane do btony komérkowej [Peters i wigB4].

Jak ju wspomniano, podjednostki alfa i beta CG meag/stpowa w organizmie
rowniez w stanie niezwgzanym. Wiele nowotworow produkggych gonadotropin
kosmowkowy charakteryzuje sisyntez wolnej CGB oraz wolnej hiperglikozylowanej
CGB [Cole 2012 a i b; lles 2007; Jankowska i w€j0&a]. Struktuy i sposob glikozylaciji
wolne podjednostki beta nzajpodobne do tego obserwowanego w podjednostkach
obecnych odpowiednio w podstawowym wariancie homman hiperglikozylowanym
heterodimerze CG [Valmu i wsp. 2006]. Dowiedzioadrjak,ze wolna podjednostka beta,
a take wolna podjednostka alfa poddawageogmiennemu i szybszemu przetwarzaniu
potranslacyjnemu nipolipeptydy CGB i CGA tworgce heterodimery [Merz i wsp. 2007;
Peters i wsp. 1984].

Wolna podjednostka alfa, podobnie jak CGB, rownimoze wystpowa
w organizmie w kilku formach. Obok podstawowego iaatu CGA, ktory buduje
heterodimer CG, wythia st wolng podjednostk alfa o zwekszonej glikozylacji na
resztach asparaginy, a t@kczsteczki charakteryzgge sé obecndcia cukrow na resztach
seryny — tzw. O-glikozylowana CGA. Hiperglikozyloma, a zwlaszcza O-glikozylowana
CGA wykazuj znacaco obniony potencjat do tworzenia heterodimeréw CG
w warunkachin vitro [Krause i wsp. 2007; Merz i wsp. 2007]. Zaktada jgdnak,ze
zmiany w glikozylacji podjednostki alfa nie stangwczynnika limitupcego ilg¢
powstagcego heterodimeru w komorkach, gdymodyfikacje te zachodz dopiero
w aparacie Golgiego, a pierwsze etapy sktadanianbou dokonuyj sie juz w retikulum

endoplazmatycznym. @&t uwaa sk, ze okr&lone warianty podjednostek alfa i beta
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hormonu z zalzenia predestynowane swvorzy¢ pule biatek niewazanych w heterodimer
[Merz i wsp. 2007].

Poza glikozylagj wolna podjednostka alfa gonadotropiny kosmowkoweye
podleg& rowniez fosforylacji, ch@ zjawisko to rzadko dotyczy biatek przeznaczonyah n
eksport do macierzy zewmzkomaorkowej. Nie ma natomiagadnych doniesiena temat
fosforylacji podjednostki beta CGB. Znaczenie te)dyfikacji dla aktywnéci hormonu
nie zostato jak dgtl wyjasnione [Beebe i wsp. 1989].

Badania nad czynnikami nakeymi do rodziny biatek posiadgjych motyw wzita
cysteinowego dowodz ze obok sktadania heterodimeréw, jedre ich cech
charakterystycznych jest zdokio tworzenia réwnig homodimeréw [McDonald
i wsp. 1993]. Jak pokazujwybrane publikacje, tale podjednostki alfa i beta CG mpg
taczy¢ sie w homodimery: CGA/CGA i CGB/CGB. Oba rodzaje honmoerow wydag si
by¢ produkowane wycznie przez komoérki nowotworowe, niewiele jednakadamo
o funkcji jaka peing [Cole i wsp. 1984; Krause i wsp. 2007; Merz i ws07].
Z nielicznych bada wynika, ze homodimery CGB/CGB gs aktywne biologicznie
i podobnie jak wolna podjednostka beta mogddziatywa& na komorki w sposob
autokrynowy, wptywac na zwekszenie ich liczebrimi [Butler i wsp. 1999; Lobel
I wsp. 1999; Butler illes 2004]. Brak natomiast ntsien o0 efektach dziatania
dimeréw CGA/CGA.

1.2. Rola ludzkiej gonadotropiny kosmowkowej i jejpodjednostek

W warunkach fizjologicznych jednz podstawowych funkcji gonadotropiny
kosmowkowej jest zahamowanie luteolizy i podtrzyreaprodukciji progesteronu przez
ciatko zolte w okresie @izy. Utrzymanie funkcjonalnegoorpus luteumjest istotne ze
wzgledu na fakt, z progesteron, podobnie jak estrogeny, zapewniadzgi innymi
odpowiedni receptywné¢ endometrium i powstanie tzw. okna implantacyjnego
[Srisuparp i wsp. 2003; Psychoyos 1986].

Pierwsze transkrypty genéw kodaych CGB wykrywane § juz na etapie
6-8 komorek zarodka, natomiast caty hormon pojasiia okoto siédmego dnia po
zaptodnieniu [Jurisicova i wsp. 1999; Bonduelle sSpw1988; Lopata i Hay 1989]. #®
hormonu w surowicy krwi kobiet etarnych pocatkowo ranie wraz z pospem cizy
tak, z w pierwszym trymestrze jego poziom podwajassednio co 48-72 godziny, przy

czym jego najwysze sizenie obserwuje siokoto 11-13 tygodnia. Naginie ilos¢
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hormonu spada, lecz jego stosunkowo wysoki pozidmymnuje s¢ az do porodu
[Cole 2009; Yoshida 2005].

Produkcja CG o tzw. podstawowym stopniu glikozylatjarakteryzuje przede
wszystkim syncytiotrofoblast, a udziat tego wariahbrmonu w catej puli CG faie wraz
z postpem cizy. Z kolei w pierwszych tygodniach agy dominupca forma
produkowanego hormonu jest hiperglikozylowana CGC@H). Synteza H-CG zachodzi
giéwnie w cytotrofoblécie i wigze st ze zmiag fenotypu zewstrzkosmkowego
trofoblastu na inwazyjny, co warunkuje prawidipwnplantacg zarodka [Cole i Butler
2011]. Wykazanoze hiperglikozylowana gonadotropina kosméwkowa, dagecza jej
wolna podjednostka beta, penpodobn funkcje réwniez w nowotworach. Zaréwno
w nowotworach trofoblastycznych np.: wsnaadzie groniastym jak i wielu nowotworach
niewywodzcych s¢ z trofoblastu ekspresja H-CG i H-CGB zw@na jest ogsto
z inwazyjnym fenotypem komoérek, a &k wickszym potencjatem guza do tworzenia
przerzutdéw [Cole i wsp. 2006; Cole 2012 bladBinazna wnioskowa, ze zaréwno w aizy
jak istanach nowotworowych H-CG i H-CGBy gednymi z najbardziej aktywnych
biologicznie form hormonu. Tym niemniej sugeruje, ste warianty te wraz z CG
0 podstawowym stopniu glikozylacji dziadajna komorki w sposob synergistyczny
[Cole 2012 a].

Z bada nad roj gonadotropiny kosmowkowej w azy fizjologicznej wynika,
ze hormon mge wplywa& bezpdrednio na funkcje wydzielnicze nabtonka gruczotoweg
endometrium, stymulag syntez m.in.: LIF, MMP9, COX2, prostaglandyny i prolakiyn
oraz obniajac natomiast poziom IGFBP1 i M-CSF. Zmiany na poz@inony sluzowej
zachodzce pod wptywem CG prowagzdo r&nicowania doczesnowego endometrium
[Licht i wsp. 2001; Han i wsp. 1999]. Procesowi tertowarzyszy zalme od CG
zwickszenie przepuszczaliw naczyi krwionasnych i przekrwienie blonysluzowej
macicy, a take wzrost ¢tnic spiralnych. Gonadotropina kosméwkowa peni gzyg
rowniez wazng funkcje czynnika angiogennego. Regulacja proceséw angemyen
w tozysku przez CG odbywa ¢simiedzy innymi poprzez aktywagjczynnika wzrostu
srodbtonka naczy (VEGF) i angiopoetyny [Zygmunt i wsp. 2003; Harwsp. 2007].

Badania nad angiogengmowotworéw dowodg, ze podobnie jak w gizy rowniez
przypadku guzéw gonadotropina kosmowkowa przyczysita do neowaskularyzacii.
Wykazano,ze hormon obecny w surowicy krwi pacjentow ciggych na nowotwory

germinalne gder promuje wzrost nacaykrwionasnych guza. CG wzmacnia tak
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ekspresj angiopoetyny w komorkach linii raka jajnika [Pwmtrski iwsp. 2010;
Arrieta i wsp. 2009].

Kolejna funkcja petniona przez CG wgzy zwigzana jest z ochrgrkomorek przed
apoptoz [Lovely i wsp. 2005]. Zjawisko to pogikowo zaobserwowane dla komérek
endometrium, potwierdzone zostalo zakw komérkach nowotworowych. Badania
przeprowadzone w liniach komorkowych raka szyjkiciogp pokazaty,ze komorki
w ktorych wyciszano podjednostketa CG, umieraly na drodze apoptozy [Hamada i wsp
2005; Jankowska i wsp. 2008 b]. Wyniki te potwiedavczeniejsze doniesienia, ktére
sugerug, ze wzrost liczby komorek pod wptywem CGB nie jestikyem ich zwikszonej
proliferacji, a raczej blokowania sygnatéw proamaptznych [Butler i wsp. 2000].

W cigzy obecné¢ gonadotropiny kosmowkowej warunkuje rowniwlerancg
uktadu immunologicznego matki wobec ptodu. Za spraermonu dochodzi do modulacji
aktywnasici makrofagéw, ktére oprécz funkcji obronnych i degtozy apoptotycznych
komorek tayska ostabiaj rowniez odpowied matczynego uktadu odporsgowego na
ojcowskie antygeny eksponowane przez ptdd [Tsarspahlsp. 2010; Wan i wsp. 2007].
Zapewnienie immunotolerancji w agy wymaga rownig obecndci na granicy
lozysko/ptéd wybranych subpopulacji limfocytow regolatwych. Naptyw do toyska
komoérek CD4CD25'FOXP3 warunkowany jest m.in. obecitig i chemoatrakcyjnymi
wiasnaciami gonadotropiny kosméwkowej. Jednagre pod wptywem CG zredukowana
zostaje aktywacja limfocytéw T efektorowych i prédja cytokin. Co wgcej, CG wydaje
si¢ stymulowd& proliferacg tozyskowych komorek NK, natomiast redukaivaktywnaé
cytotoksycznych NK obecnych w krwi obwodowej [Bansavsp. 2012; Schumacher
i wsp. 2009]. Przypuszczalnie podobne procesy inomodulugce, prowadgce do
uniewraliwienia uktadu immunologicznego chorego na komomuiza mog pod
wptywem CG zachodziw procesie nowotworzenia, jednak dotychczas brakiesie
potwierdzagcych ¢ hipotez.

Obecndé¢ wolnej podjednostki alfa, a zwtaszcza jej glikamyhnych wariantow
rowniez nie pozostaje obejna dla komoérek. Dowiedzionag,e wolna CGA stymuluje
komorki endometrium do pmicowania w doczesn a take do produkcji prolaktyny.
Ponadto wykazana,e wyzszy niz obserwowany w zdrowej giy poziom wolnej CGA
zwigzany jest z objawami preeklampsji w ostatnim trytreescihzy [Krause i wsp. 2007,
Nemansky i wsp. 1998; Moodley i wsp. 1995; Blithevsp. 1991; Beebe i wsp. 1989;

Peters i wsp. 1989]. Z kolei ugitzyzn obntenie poziomu wysoce glikozylowanej wolnej
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podjednostki alfa w ptynie nasiennym zwéne jest nieprawidtowoiami parametrow
nasienia [Zenzmaier i wsp. 2011].

Mimo licznych bada dokumentujcych ekspresgj poszczegodlnych gen6®@GB
na poziomie mMRNA, a tele doniesi@ potwierdzajcych obecn& biatka wolnej CGB
w tozysku, surowicy krwi i moczu ¢zarnych kobiet brak publikacji na temat roli, gak
wolna podjednostka beta CG odgrywa w okresigyciCocquebert i wsp. 2012; Rull
i wsp. 2008 a; Valmu i wsp. 2006]

1.3. Mechanizmy dziatania ludzkiej gonadotropiny kemowkowe]

Obserwowany w @iy klasyczny mechanizm dziatania gonadotropiny
kosmowkowej na komoérki, zaklada interakdpormonu z receptorem wspolnym dla
hormonu luteinizujcego i gonadotropiny kosméwkowej. LHCGR jest biakio siedmiu
domenach transbtonowych i najedo rodziny receptoréw podobnych do rodopsyny.
Jednoczénie zalicza s do grupy receptoréw spmzonych z biatkiem G (GPCR)
[McFarland i wsp. 1989].

Oprocz tayska ekspresjtego receptora potwierdzono wdjach i jajnikach,

a take szeregu tkanek pozagonadalnych takich jak: englmmme miometrium, jajowod,
szyjka macicy, gpowina, prostata, ngjrze, mézg, skéra, nadnercze i limfocyty [Banerjee
| Fazleabas 2011; &tik i wsp. 2007; Lei i Toth 1993].

Rdéznorodnd¢ tkanek charakteryzagych s¢ ekspregj LHCGR, a take odmienne
funkcje jakie petry w organizmie LH i CG sugeryjze hormony te mag aktywowa
receptor w odmienny sposob. Dowiedziope wigzanie LH i CG do LHCGR odbywagsi
poprzez rane domeny receptora [Galet i Ascoli 2005]. W praiipa CG podczenie
Z receptorem nagtuje poprzez domeny znajdag se¢ blisko N-kaca biatka LHCGR.
Co ciekawe, tak istotny dla nadania specyfiéenohormonu karboksylowy koniec
podjednostki beta wydaje¢shie mi& istotnego znaczenia podczaszé@nia i aktywaci
receptora [el Deiry i wsp. 1989]. Z kolei kluczowydba integracji z receptorem jest
C-koniec podjednostki alfa CG. W warunkach fizjotzmpych dla zwizania oraz petnej
i specyficznej aktywacji LHCGR niezlny jest heterodimer CG [Pierce i Parsons 1981].

Polczenie s hormonu z receptorem prowadzi do zmian konforma) obu
czasteczek, a w konsekwencji do wtornego kontaktwzanej ju: z receptorem gateczki
CG z innymi cgsciami LHCGR. Stanowi to decydigy moment aktywacji receptora
[Puett i wsp. 1996; Ryu i wsp. 1996]. Ngsttwem pobudzenia receptora, zaréwno pod
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wplywem CG jak i LH, jest aktywacja biatka G, ktGreowadzi do stymulacji kolejnego
ogniwa kaskady jakim jest cyklaza adenylowa (ACa Bkutek dziatania AC wzrasta
w komorce sjzenie wtérnego przekaika informacji w postaci CAMP. Intereggym jest
fakt, iz stymulacja komorek wykazagych stabilg ekspregj LHCGR (COS-7/LHCGR
I hGL5/LHCGR) ekwimolarnymi iléciami LH i CG w warunkachn vitro prowadzi do
silniejszej stymulacji AC w przypadku zastosowarganadotropiny kosmowkowej.
Mechanizm tego zjawiska nie zostat jak ggbtvyjasniony [Casarini i wsp. 2012; Segaloff
i Ascoli 1993].

Jednym z efektow zwkszenia puli cyklicznego adenozynomonofosforanu
w komorce jest wzrost aktywsco kinazy biatkowej A (PKA). W aizy zwigckszona
aktywnas¢ sciezki sygnalnej zwiqzanej z cAMP i PKA towarzyszy procesom fuzji
komorek trofoblastu. Specyficzéio dziatania gonadotropiny kosmowkowej nazysko
poprzez receptor LHCGR i szlak AC/cAMP/PKA zapewman. specyficzna tkankowo
ekspresja izoform i wariantow splicingowych poszdaych podjednostek kinazy A.
Przyczynia si do tego rownig aktywna¢ biatek kotwicacych kinaz A (AKAPS),
swoistych dla tayska, takich jak: PAP7, AKAP}8 AKAP350, AKAP79, AKAP95,
AKAP250. Biatka AKAP mog by¢ zlokalizowane w rénych czsciach komorki
I stanowy rusztowanie dla kinazy A, a tak innych biatek takich jak fosfodiesterazy,
fosfatazy czy inne kinazy. Nagistwem padczenia aktywnej PKA z odpowiednim AKAP
jest zatem czasowa i przestrzenna sekwestracjarziwego kompleksu. Zakotwiczona
w kompleksie z AKAP kinaza A nie aktywow& specyficzne dla siebie substraty oraz
wplywat na ekspregj gendw zalenych od poziomu cAMP. Fosforylacja czynnikow
transkrypcyjnych takich jak CREB zachodzi poprzataktyczne podjednostki PKA, ktore
odigczap sie od kompleksu i ulegajtranslokacji dogdra komorkowego [Weedon-Fekjaer
I Taskén 2012; Potgens i wsp. 2002].

W warunkach fizjologicznych wygaszenie sygnatow hmmtzcych od aktywnego
LHCGR zachodzi dzki internalizacji kompleksu hormon-receptor [Abramtz
i Birnbaumer 1982]. Badania nad reguiaakspresji LHCGR pokazaty rowrige ze
diugotrwata stymulacja komorek gonadotrepikosmowkows prowadzi do spadku
ekspresji receptora na poziomie mRNA. Mechanizm owdedzialny za te procesy
zwigzany jest ze spezeniem sygnatdw szlaku AC/cCAMP/PKA oraz kinaz ERK1/2
[Menon i wsp. 2011].

Sugeruje s ponadto, ze niektore zaleme od aktywacji LHCGR procesy

biologiczne takie jak proliferacja, zhnicowanie czy przg/cie komorek zwjzane g takze
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z uruchomieniem dodatkowygliezek sygnalnych. Dowiedzionae stymulacja receptora
LHCGR przez CG promuje wzrost komorek jajnika pearaktywac} kinaz ERK1/2 oraz
kinaz szlaku fosfatydyloinozytolu — AKT [PalaniappaMenon 2010; Seger i wsp. 2001].
Z kolei stymulacja komorek trofoblastu gonadotrapikosmowkows prowadzi do
aktywacji kinazy AKT promujcej inwazyjnd¢ komorek. Natomiast w komodrkach
endometrium fosforylacja kinazy ERK pod wplywem C®arunkuje produke
prostaglandyn [Prast i wsp. 2008; Srisuparp i W&j3]. W podobny, zakmy od kinaz
AKT i ERK, sposéb aktywacji receptora LHCGR prze2 @ komorkach Leydiga wptywa
na proliferag i apoptoz tych komérek [Tai i wsp. 2009; Martinelle i ws(2].

Mechanizm dziatania gonadotropiny kosmoéwkowej wejnych podjednostek alfa
i beta w nowotworzeniu nie zostat poznany. Badamstatnich lat dowodg ze nie
wszystkie nowotwory, ktore produkujgonadotropin kosméwkovd charakteryzuy si
ekspregj receptora LHCGR [Jankowska | wsp. 2008 a; Daviesp. 2000]. Co wecej,
mimo iz w wielu przypadkach podstawgvorma hormonu produkowanego przez komaorki
nowotworowe jest wolna podjednostka beta CG, dgpoey nie wykazano, by CGB lub
wolna podjednostka alfa byty zdolneaz& receptor LHCGR. Brak #edanych na temat
mechanizmu, przez ktéry efekt biologiczny wywie@rtodimer CGB/CGB [Butler i lles
2004; Butler i wsp. 1999].

Fakty te skilaniaj do rozwaenia alternatywnych mechanizméw dziatania ludzkiej
gonadotropiny kosmowkowej, a zwlaszcza jej wolnegljpdnostki beta CG na komorki
nowotworowe. Nie mina wykluczy, ze podobnie jak w steroidogenezie i folikulogenezie
mechanizmem odpowiedzialnym za wywierany przez C@Bekt biologiczny
w nowotworach jest aktywacja szlakow sygnalnyctktérych biatka efektorowe stanoyvi
kinazy ERK1/2 i AKT. Hipoteza ta wydajeeswysoce prawdopodobna tym bardzisg,
kinazy te zaangawane § w regulacg proliferacji i apoptozy komorek, a rozregulowanie
szlakéw przez nie kontrolowanych jest cgchielu nowotworéw réanego pochodzenia
[Los i wsp. 2009; Junttila i wsp. 2008; Steinmetesp. 2004].

1.4. Szlak kinazy ERK

Kinaza ERK to enzym aktywowany pod wptywem sygnaiewrgtrzkomorkowych,
ktory zaliczany jest do grupy olflanej mianem kinaz MAP. Jest to klasa kinaz
serynowo-treoninowych, &od ktorych wyrénia se trzy rodziny, definiowane na

podstawie tzw. kinazy efektorowej. | tak obok smdénazy ERK wyrénia st rowniez
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szlak kinazy JNK i szlak kinazy P38. W Zij sciezce sygnalnej kinaza efektorowa
kontrolowana jest przez kinaz,wyzszego rzdu’. Razem tworz one kaskag
enzymatyczg tzn. uktad, w ktérym kolejne biatka saktywowane w wyniku fosforylaciji
poprzedniego [Craig i wsp. 2008; Pearson i wsp1P00

W szlaku sygnalnym kinaz MAP enzymy oznaczg kblejno: MAPKKK
(MAP3K, kinaza kinazy kinazy MAP), MAPKK (MAP2K, kiaza kinazy MAP) i MAPK
(kinaza MAP), ktora jest jednoczee kinaz efektorows. Podstawowy kaskad sygnaln
kinaz MAP tworzy zespét biatek RAF/MEK/ERK, ktorkiesla sk jako gtéwny sciezke
wzrostu i r@nicowania komoérek [Craig i wsp. 2008].

Sygnat inicjupcy kaskad maze pochodz od czynnikow wzrostu takich jak:
PDGF, EGF, NGF, hormonow biatkowych np.: insulingeuroprzekanikow oraz
chemokin czy estrow forbolu. Pierwszym ogniwemctacha g receptory o charakterze
kinaz tyrozynowych (RTKS) lub receptory sgrane z biatkiem G (GPCRs) [McCubrey
I wsp. 2007; Xu i wsp. 2006; Pyne i wsp. 2003; Stetsp. 2003].

W przypadku RTKs przyczenie liganda do receptora powoduje jego dimefyzac
i autofosforylacg na resztach tyrozynowych w @bie domeny cytozolowej.
Ufosforylowane aminokwasy stagie miejscem wiazania licznych biatek, w tym GRB2.
GRB2 jest biatkiem adaptorowym, ktére poprzez gitefe z biatkiem SOS, nalgcym do
grupy biatek GEF, promuje wymianGDP na GTP, wazanego przez kolejny element
kaskady — biatko RAS. Po zywaniu GTP biatko RAS jest zdolne oddziatywa
bezpdrednio z czynnikami efektorowymi, w tym z biatkieRAF. RAF kedace kinaz
kinazy kinazy MAP (MAPKKK) po aktywacji fosforyluj&kinaz MEK (MAPKK), a ta
nastpnie efektorow kinaz ERK [Pyne i wsp 2003; Buday i wsp. 1994].

Aktywnos¢ kinazy ERK jest w rzeczywisfoi wypadkows aktywndaci jej dwoch
form homologicznych: ERK1 (P44) i ERK2 (P42). KigaZRK1 i ERK2 w 83% skladaj
si¢ z tych samych aminokwaséw, a ich eksprgsptwierdzono we wszystkich typach
tkanek, pérod ktorych tkanka mozgowa, @dhie szkieletowe, grasica i serce
charakteryzyj sie najwyzszym poziomem ekspresji [Roskoski 2012]. G&RK1i ERK2
posiadaj takze dodatkowe warianty splicingowe, oznaczane odpaiteERK1b, ERK1c
I ERK2b. Powstajce z alternatywnie skladanych mRNA polipeptydyfesforylowane w
podobny sposéb, jaki obserwuje @ przypadku podstawowych wariantéw splicingowych
ERK1 i ERK2, jednak ich mechanizm dziatania nid gs kaica poznany [Shaul i wsp.
2009; Yung i wsp. 2000; Gonzalez i wsp. 1992].
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Kinaza ERK posiada wiele biatek efektorowych, ktémsforyluje kedac w stanie
aktywnym. Mimo r@nic w strukturze pierwszogdowej, biatka ERK1 i ERK2 posiadgj
powinowactwo do tych samych substratowsrédd nich znale¢ mazna liczne czynniki
transkrypcyjne jak rownieinne kinazy okrédane jako kinazy biatkowe aktywowane przez
MAPK (MAPKAPKs, MAPK-activated protein kinases) [€stel 2008; Shaul i Seger
I wsp. 2007].

W komorce niepoddawanej dziataniu kodw zewrtrznych biatka ERK, dzki
pofaczeniu z kinagz MEK, zakotwiczone & w cytoplazmie siegi mikrotubul. Mitogeny
indukujg natomiast dwufazogv aktywacg ERK1 i ERK2. Ufosforylowanie reszt
tyrozynowych i treoninowych ERK1/2 pozwala na igsdcjacg od MEK. W pierwszych
dzieseciu minutach od aktywacji pojawia¢sizazwyczaj gwattowny wzrost aktywacji
kinaz, po ktérym nagpuje druga, stabsza fala aktywog podtrzymywana w czasie fazy
G1, trwapca nawet do sZeiu godzin. W cigu pktnastu minut od aktywacji naguje
translokacja ERK1/2 doagira. Przedhiona aktywné¢ kinazy do panej fazy G1
niezledna jest zatem do przygotowania komorki doseiejw faz S cyklu [Lidke i wsp.
2010; Chambard i wsp. 2007]. Translokacja ERK1/2 jgidra komoérkowego mie
zachodzt w dwojaki sposob. Biatka magorzedostawasic na terengdra dzeki dyfuzji
monomerow lub przez aktywny transport dimeréw [Huorg Stork 2003].

Na terenie gdra kinazy fosforylyjc czynniki transkrypcyjne takie jak: ELK1,
SAP1A czy TIF-IA wpltywaj na ekspresjwielu genow zwizanych z regulagjcyklu
komérkowego. Jednym z gendw, ktérego ekspresguluje czynnik ELK1 jest
protoonkogen C-FOS, ktéry wpltywa na wzrost komorigk rdznicowanie i ktéremu
przypisuje s} udziat w patogenezie wielu chorob [de Cremoux b&b 2012; Cargnello
i Roux 2011].

Do efektorow ERK zalicza sirowniez czynniki transkrypcyjne TCF (Ternary
Complex Factor), ktére regulujzw. geny natychmiastowej odpowiedzi takie j@kFOS
i C-MYC Te z kolei indukyj ekspresj gendéw panej odpowiedzi, ktére odpowiedzialne
s3 za przeycie komorki oraz jej podzialy. Co wgej, ERK1/2 stabilizuje biatko C-FOS
przez jego bezpoedny fosforylacg, co pozwala na asocjgcg C-JUN i utworzenie
kompleksu AP1 niezluinego dla ekspresji cykliny D1 [Cargnello i Roux12 Kim
i Cochran 2000].

Oprocz czynnikdéw transkrypcyjnych grupa biatek deguanych przez ERK
obejmuje inne kinazy m.in. kinazy rybosomalne S6SKR), kinazy aktywowane

mitogenami 1 stresem (MSKs), kinazy oddziabg z kinazami MAP (MNKSs),
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aktywowane kinazami MAP bialkowe kinazy 2/3 (MK2/3) 5 (MK5) [Roux
I Blenis 2004].

Uwaza st takze, ze poprzez RSK1, RSK2 i RSK3 kinaza ERK promuje pyaie
komorek regulyjc aktywndé proapoptotycznego biatka BAD [Bonni i wsp. 1999].
Ufosforylowanie biatka BAD blokuje jego dziataniktore polega na wypieraniu
z kompleksu BCL/BAX biatka BAX i palczenia s z BCLXL [Roskoski 2012;
Eisenmann i wsp. 2003].

Jednym z substratow kinazy ERK1/2 jest roverdaeynnik FOXO3a, ktory indukuje
ekspresj inhibitora CDKs — P27 (KIP1). Na skutek fosforyla¢-OXO3a zostaje
natychmiast skierowany do proteosoméw. Niedobdr BEAX powoduje zmniejszenie
aktywnaici czynnikdw proapoptotycznych takich jak BIM i FASFOXO obnia take
ekspresj cyklin D1 i D2, co waze sk z kolei z upéledzeniem funkcji CDK4. Gdy kinaza
ta posiada potencjat do efektywnej fosforylacji sudtu jakim jest RB, promowane jest
przegcie komorki w fag S cyklu [Balmanno i Cook 2009; Yang i wsp. 200&irdering
i Medema 2003; Schmidt i wsp. 2002].

Zmieniagce st relacje medzy czynnikami antyapoptotycznymi
a proapoptotycznymi na kor&y tych pierwszych doprowadzagdo zwkkszenia tempa
proliferacji i promuy wzrost guza.

Nadmierna aktywacja szlaku RAS/RAF/MEK/ERK moprowadzi do wzrostu
ekspres;ji inhibitoréw kinazy zataej od cyklin (CDK), co prowadzi do zatrzymania fyk
komérkowego. W momencie samego péeej z fazy G1 do fazy S ERK1/2 zostaj
gwaitownie zdezaktywowane. Gdy tylko ulegtefosforylacji § natychmiast przenoszone
z powrotem do cytoplazmy d&ii procesom aktywnego transportu, w ktorych zpagz
udziat ma kinaza MEK wychwytgga czasteczki ERK w nukleoplazmie [Chambard i wsp.
2007; Yao i Seger 2004].

1.5. Szlak kinazy AKT

Kolejng  kinaz  regulupca proliferacg i apoptoz komorek jest
serynowo-treoninowa kinaza AKT, zwana #akkinaz biatkows B (PKB), lkedaca
kluczowym ogniwem w szlaku sygnalnym 3-kinazy fogflyloinozytolu (PI3K). Jest to
jeden z najbardziej wszechstronnych enzyméw ludgkikinomu, ktéry odpowiada za
regulacg wielu podstawowych proceséw komérkowych takich jdakanskrypcja,

metabolizm, proliferacja, migracja czy apoptozadiare i Khaled 2012].
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U ssakow wysipuja trzy podstawowe izoformy kinazy AKT, stanaee produkty
ekspresji ranych genéw zlokalizowanych na chromosomach: 14qB2q13, 1q44.
Produkty biatkowe tych genow okitane @ odpowiednio jako: AKT1 (PKB), AKT2
(PKBB) i AKT3 (PKBy). Dodatkowo wyrania st jeszcze kinag AKT3-(yl), kedaca
produktem alternatywnego sktadania mRNA AKT3 [Tggmowsp. 2005].

Rodzina kinaz AKT to grupa blisko spokrewnionychysace konserwatywnych
bialek. Poszczegodlne izoformy AKT wykaguyvysoki stopi@ podobiéstwa zaréwno
sekwenciji jak i struktury. Mimo wielu cech wspoltydtore zauwzalne g rowniez na
poziomie funkcjonalnym, homologi AKT nie tylko wykaja dodatkowe odmienne
biologiczne funkcje, to cechuje je réwaieodmienny tkankowo-specyficzny profil
ekspres;ji [Datta i wsp. 1999].

Obecna¢ pierwszej izoformy AKT charakteryzuje takie tkankinarzdy jak:
mozg, serce iptuca, a brak jej ekspresji w koménkpodczas rozwoju zarodkowego
prowadzi m¢dzy innymi do ograniczenia rozwoju ptodu, ieadecydowé o upaledzeniu
funkcji tozyska i obntonej waskularyzacji, jak rowniepromowa procesy apoptotyczne
w komorkach. Uznaje gj ze parod wszystkich trzech izoform to AKT1 w napitszym
stopniu decyduje o przgciu i proliferacji komorek [Yang i wsp. 2003; Chewsp. 2001;
Cho i wsp. 2001].

Tkanki charakteryzape s¢ ekspresgj AKT2 to tkanki wykazujce wraliwosé¢ na
dziatanie insuliny, m.in. Browa tkanka tluszczowa, tkanka ¢$mniowa [Altomare
i wsp. 2002]. Dowiedzionaze zablokowanie ekspreghKT2 w komorkach mgsniowych,
a talkze hepatocytach wptywa na rozwdj insulinoopadaigCho i wsp. 2001]. Mechanizm
regulupcy homeostaz glukozy, dla ktérej poziom AKT2 w komorkach ma geajace
znaczenie, jest jednak ziony i zaleny nie tylko od poziomu kinazy, ale réwni®d
relacji ilosciowych i jej bezpérednich interakcji z innymi czynnikami [Lu i wspO22].

Ekspresja trzeciego izotypu kinazy — AKT3 jak gibtzostata potwierdzona
w moézgu, jgdrach, gruczole piersiowym, sercu, nherkach, ptucachmigsniach
szkieletowych [Dummler i Hemmings 2007]. Napméejsz funkcja tej izoformy wydaje
sie by¢ udziat w rozwoju centralnego uktadu nerwowego,gozelowiedziono poprzez
badania myszy z nokautem geAKT3 ktory zwihzany byt z upéledzeniem rozwoju
mdbzgowia. Spowolnienie wzrostu zwigtzobserwowano jednak dopiero w okresie
postnatalnym [Tschopp i wsp. 2005].

Kazdy z cztonkow rodziny kinaz AKT posiada charaktéyggrg domer PH
wykazupca homologe do plekstryny na kiccu aminowym biatka oraz linker w postaci
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alfa helisy i domeg kinazows na C-kaicu. Domena PH obecna jest rownie wielu
innych biatkach, w tym zakme] od fosfatydyloinozytolu kinazie 1 (PDK1)g¢dacej
bezpdrednim aktywatorem AKT, odpowiedzialnym za zakoteigie biatka w btonie
komorkowej [Haslam i wsp. 1993].

W warunkach fizjologicznych enzym nie ulega aktyjvatopoki komorka nie
zostanie pobudzona przez czynniki wzrostu lub inlgandy. W komorkach
niestymulowanych kinaza AKT utrzymywana jest w ggamereaktywnym w kompleksie
z PDK1 rezydujcym na terenie cytoplazmy. Aktywacja AKT zachodzawnolegle
z procesem translokacji kompleksu do btony komorjow zakotwiczenie AKT-PDK1
w plazmalemmie ma miejsce dki wspomnianej ju domenie PH i tréjfosforanowi
3,4,5-fosfatydyloinozytolu (PIP3). Caly proces mudy¢ zatem poprzedzony
zwickszeniem puli PIP3, powstagej dzeki podwyzszonej aktywngéci kinazy
3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) na skutek pobudzerpazez receptory dla czynnikow
wzrostu, o charakterze kinaz tyrozynowych [Scheidp. 2005].

Translokacji AKT-PDK1 do btony komdarkowej towarzgszmiany konformacyjne
AKT i fosforylacja przez PDK1 reszty treoniny w paof 308. biatka AKT [Calleja
I wsp. 2007]. Petna aktywsé AKT zostaje osignigta jednak dopiero po fosforylacji
seryny 473. Za reakgjte odpowiedzialna jest jedna z kinaz zaliczanych dopyg
okreslanej jako PDK2. Sugeruje ¢si ze proces ten zachodzi nagéziej dzkki
kompleksowi mTORC, cho w tej roli wymienia s} takze kinaz IL (ILK) oraz
aktywowar przez kinazy MAP biatkow kinaz 2 (MAPKAP2) [Calleja i wsp. 2007,
Dong i Liu 2005].

Aby efektywnie oddziatyw@z AKT obie kinazy PDK1 i PDK2 mugznajdowé
sie w stanie aktywnym tzn. ufosforylowanym [Casamaywsp. 1999]. Mechanizm, ktéry
wyjasniatby, w jaki sposob dochodzi do aktywacji PDK2dpwptywem czynnikow
wzrostu, nie zostat dad poznany.

Sciezka, w ktorej podstawowym efektorem jest kinaza AKiRjduje si podscista
kontroly szeregu czynnikébw komodrkowych, oddziakych na wielu poziomach. Jednym
z nich jest fosfataza odpowiedzialna za defosfajyl®IP3 — PTEN. Niski poziom PIP3
sprawia,ze AKT nie ulega translokacji do btony komorkoweg@za tym idzie, nie nie
zosta efektywnie ufosforylowana [Hopkin i wsp. 1998].

Enzymem, ktory bezgoednio hamuje aktywrsé kinazy AKT jest z kolei PP2A.
Jest to powszechnie wypujagca w komorkach serynowo-treoninowa fosfataza,

posiadajca szerokie spektrum substratow w tym AKT, alez¢éalRAF czy MEK
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[Gao i wsp. 2005]. Drug fosfataz zdolmg czgsciowo dezaktywowaé kinaz AKT jest

PHLPP, ktéra defosforyluje krytycandla aktywndéci enzymu seryg 473. [Gao
i wsp. 2005]. Innymi czynnikami, ktére mggotencjalnie blokowaaktywnagé¢ AKT jest

biatko CTMP, a take TRB3. Dowiedzionoze biatka te niezaimie od siebie zdolnegs
bezpdrednio hczy¢ sie z kinaz PKB i tym samym uniemdiwia¢ jej fosforylacg [Du

I wsp. 2003; Maira i wsp. 2001]

Obserwowana w komorkach nowotworowych gkgzona aktywn& AKT
prowadzi do zwikszenia stanu ufosforylowania jej licznych substrat- w tym biatek
zwigzanych z blokowaniemsciezki proapoptotycznej. W konsekwencji zmienione
nowotworowo komorki zyskgj mozliwos¢  zignorowania sygnatdw indukigych
programowagn smier¢c komorki i wegcia na tzwsciezke przezycia. Kinaza ta jest bowiem
krytycznym  mediatorem zateego od czynnikbw  wzrostowych  sygnatu
antyapoptotycznego [Yao i Cooper 1995].

Rozregulowaniu procesu apoptozy poprzez waong fosforylacg takich
czynnikdw, jak wspomniane juXIAP, FOXO1, BIM, MDMZ2, BAD i kaspaza 9.
towarzysa rowniez zmiany w aktywnéci biatek regulujcych cykl komorkowy
i proliferacg komoérek. Czynniki WEE1 [Katayama i wsp. 2005], MYTOkumura i wsp.
2002], P27 KIP1 [Liang i wsp. 2002], P27 WAT1/CIPdy GSK3 [Ro6ssig i wsp. 2001],
stanowjce kluczowe ogniwa dla progresji cyklu komérkowegoprzyktady enzymow,
ktorych aktywné¢ modulowana jest przez AKT. Sugeruje satemze w sposob pwedni
AKT inicjuje przegcie komoérek zarbwno przez punkty kontrolne G1/Sij&/M.

Istotne znaczenie aktywacji szlakéw spdniczonych przez kinazy efektorowe
ERK i AKT umazliwiajagcych proliferagg i promupcych przeycie komorek
nowotworowych jak rownie ich udzialu w patogenezie wielu guzow jest dobrze
udokumentowane [Los i wsp. 2009; Junttila i ws@&0

Jednym z czynnikéw, ktory w warunkach fizjologiczhy zdolny jest aktywowa
zarownosciezke kinaz MAP jak i fosfatydyloinozytolu jest gonadopina kosmowkowa
[Palaniappan i Menon 2010; Tai i wsp. 2009; Mattenewsp. 2004; Seger i wsp. 2001].

Jak wskazuy badania nad rel wolnej podjednostki beta gonadotropiny
kosmowkowej, ktérej syntgz charakteryzuje s8i szereg nowotworéw phego
pochodzenia, m@ ona spetni@unikalm funkcje polegagca na stymulacji wzrostu guza
i hamowaniu programowanéjmierci komorki [Jankowska i wsp. 2008 b; Hamadaspw
2005; Butler illes 2004; Butler i wsp. 1999; Lobel wsp. 1999]. Mechanizm

oddziatywania CGB na komorki nowotworowe nie jestijak do kéca poznany.
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Zwazywszy na fakt,4 w czsci guzow syntetyzuagych CG i wolne podjednostki hormonu
brak receptora dla ludzkiej gonadotropiny kosméwipwrzez ktéry mogtaby wywieta
biologiczny efekt, oraze dotychczas nie wykazanoazania wolnych podjednostek CG
z LHCGR naley rozwazy¢ mozliwos¢ alternatywnego mechanizmu dziatania hormonu
[Jankowska i wsp. 2008 a].

Analiza czynnéci komorek steroidogennych gonadyskiej regulowanych przez
gonadotropiny dowodzize CG wplywa na produkej sterydéw oraz na proliferac
i apoptoz komorek w mechanizmie zgdaanym z aktywag) ERK i AKT [Tai i wsp.
2009; Martinelle i wsp. 2004]. Podobnie regatujpoziom receptora naskérkowego
czynnika wzrostu i aktywgg ERK i AKT gonadotropiny promgjtakze wzrost komoérek
nabtonkowych jajnika [Palaniappan i Menon 2010;eegvsp. 2001].

Aktywacja przez CG szlakéw sygnalnych, w ktoryclnddami efektorowymias
ERKZ1/2 i AKT regulujce procesy proliferacji i apoptozy komorek w gor@ddaugeruje,
ze prawdopodobnie tak w komérkach nowotworowych hormon i jego wolne

podjednostki mogindukowa szlaki przekazywane prze te kinazy.
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2. Cel pracy

Celem zaplanowanych badayto wykazanie dziatania podjednostki beta ludgkie
gonadotropiny kosmoéwkowej (CGB) przez stymujakjnaz biatkowych regulowanych
sygnatem zewgirzkomorkowym (ERK) i kinaz aktywowanych w szlaku
fosfatydyloinozytolu (AKT).

Jako model raka w badaniagh vitro wykorzystano dwie linie komorkowe
wywodzce s¢ z raka jajnika: SKOV-3 charakteryagj sic brakiem ekspresji receptora
dla gonadotropiny kosméwkowej i hormonu lueingnggo oraz OVCAR-3 wykazaga

ekspresj tego receptora.

Zatozony cel realizowano poprzez:

1. Uzyskanie nadekspresji CGB w komorkach obu liniipez transfekej
wektorem ekspresyjnym z wklonowanym genem kacujp wolm
podjednostk ludzkiej gonadotropiny kosmowkowel GBS.

2. Ocery wpltywu nadekspresjiCGB5 na komoérki (analiza cykluzyciowego,
proliferacji, apoptozy).

3. Analize aktywndgci kinaz ERK i AKT w komorkach poddanych dziataniu
CGB.



3. Materiaty i metody

3.1. Materiat

Materiat do bada stanowity dwie linie komorkowe raka jajnika SKOV-3
(HTB-77™, ATCC) i OVCAR-3 (HTB-161™ATCC), charakteryzare s¢ odpowiednio
brakiem i obecnéxia receptora dla ludzkiej gonadotropiny kosméwkoweHCGR.

3.2. Metody
3.2.1. Hodowla komoérek

Komorki linii OVCAR-3 utrzymywane byly w hodowli whug zalecé
dystrybutora — ATCC, w petlnym medium hodowlanym RP{RAN-Biotech GmbH)
z 0,01 mg/ml insuliny bydcej (Gibco), 10% surowicy cigtej (Gibco), 2 mmol/l
L-glutaminy (Gibco), 100 U/ml penicyliny (GibcollDO pg/ml streptomycyny (Gibco).

Druga z analizowanych linii komérkowych — SKOV-Bpdowana byta w medium
McCoy (CytoGen) z dodatkiem 10% surowicy egdj (Gibco), 2 mmol/l L-glutaminy
(Gibco), 100 U/ml penicyliny (Gibco) i 100 pg/mleptomycyny (Gibco).

Komorki obu linii hodowano w inkubatorze w temperae 37C, w atmosferze
5% CQ i 100% wilgotndci.

3.2.2. Przygotowanie wektora kodujcego genCGB5

W celu przygotowania wektora ekspresyjnego zawgeegjo sekweng¢jkodupca
CGB uzyto catkowity RNA wyizolowany z tgyska, pochodcy z archiwum Katedry
i Zaktadu Biologii Komorki Uniwersytetu Medycznegm. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu. RNA wykorzystano do syntezy cDNA, na y@trktdrego, z zastosowaniem
specyficznych genowo starterow, stasujtechnik PCR powielono sekwencjgenu
CGBA Otrzymany produkt PCR stanowit insert, ktory wikdovano do wektora
ekspresyjnego pcDNAS3 (Invitrogen).



3.2.2.1. Odwrotna transkrypcja

Do syntezy cDNA w@ywano 1 ug RNA oraz uniwersalny starter oligo(dT).
Mieszanir inkubowano w temperaturze ®D 10 minut, po czym umieszczano na lodzie
na okoto 5 minut. Nagpnie dodawano odwraidntranskryptag (Roche Diagnostics),
mieszanig deoksyrybonukleotydow, bufor do odwrotnej trangkijiyoraz inhibitor RNaz
— RNasin. Do syntezy cDNA zywano odczynnikow firmy Roche Diagnostics.
Szczegotowy opis eten poszczegoélnych sktadnikdw mieszaniny reakcyjnejsgotezy

cDNA, ktorej catkowita olgjtos¢ wynosita 20 ul opisano w tabeli pierwszej.

Tabela 1. Zestawienie sktadnikéwyuvanych do reakcji odwrotnej transkrypciji.

sktadnik ilos¢/stezenie kacowe
catkowity RNA 1ug

starter oligo(dT), (Genomed) 5 pmol/pl
mieszanina dNTP (Novazym) 5 pmol/pl

inhibitor RNaz — RNase Inhibitor (Roche Diagnostics 1U

bufor do odwrotnej transkrypcji (Roche Diagnostics) 1X

odwrotna transkryptaza — Transcriptor (Roche Disgns) 20 U

woda wolna od RNaz do obgtosci 20 pl

Odwrotna transkrypcja przeprowadzana byta wepagicych warunkach:
1. hybrydyzacja startera (25, 10 minut);
2. reakcja enzymatycznej syntezy cDNA na matrycy REZC, 30 minut);
3. inaktywacja enzymu (8&, 10 minut).
Po zakaczeniu reakcji syntezy uzyskane cDNA przenoszono l@ch lub

przechowywano w temperaturze °20do czasu wykonania PCR.

3.2.2.2. AmplifikacjagenuCGB5

Produkt reakcji odwrotnej transkrypcji byt wykorzgay jako matryca
w tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) z zyeiem specyficznych starterow
(syntetyzowanych przez TibMolBiol), dobranych w itaposob, aby produkt reakc;ji
stanowit kompletne komplementarne DNA ge@dGB5 a zarazem by na koach 5’ i 3’
produktu wprowadZzi miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcBjaeH|i Hindlll .

Gen CGB5 [NCBI: NM_000737] zostat wybrany do éwiadczé ze wzgédu na
fakt, iz w komorkach syntetyzggych CGB charakteryzuje ¢siwysoky ekspresj
[Hotakainen i wsp. 2007; Rull i Laan 2005].

33



Charakterystyk starteréw i warunki PCR przedstawiajabele druga i trzecia.

Profil termiczny prowadzonej reakcji zamieszczontabeli czwartej.

Tabela 2. Sekwencje starteréwytych do amplifikowania genGGB5

nazwa startera sekwencja startera
CGB5 Hindlll_sensowy 5'-CAAAGCTTAGATGTTCCAGGGGCTG-3’
CGB5_BamHIantysensowy 5-GGGATCCTTGTGGGAGGATCGGGGTG-3

Tabela 3. Zestawienie sktadnikéw wymaganych d&aje®CR, powielajcej CGB5

sktadnik stezenie kaicowe
starterCGB5 Hindlll_sensowy (Tib MolBiol) 400 nM
starterCGB5_BamHIantysensowy (Tib MolBiol) 400 nM
mieszanina deoksyrybonukleotydéw (Novazym) 400 nM
enhancer (Bioline) 1X

bufor (Bioline) 1X

MgCl, (Bioline) 3 mM

polimeraza BioXAct (Bioline) 1U

woda wolna od DNaz dopetniona do 25 pl

Tabela 4. Profil temperaturowy zastosowany w radkCjR amplifikacji genlCGB5

etap temperatura czas liczba cykli
wstepna denaturacja 86 10 min 1
denaturacja ge 30s

hybrydyzacja starterow 8¢ 30s 40
elongacja 7 30s

elongacja 7 5 min 1

Otrzymane produkty PCR zostaty sprawdzone pod ¢tegh jakéciowym poprzez
rozdziat wzelu agarowym, a naginie oczyszczone z zastosowaniem zestawu AxyPrep
PCR Clean-up Kit (Axygen) wedtug naptijagcej procedury:

1. dodanie do produktu PCR 100 pl buforu PCR-A i ma@$z poprzez wytgsanie;

2. przeniesienie przygotowanej mieszaniny na kolumgenkfiltrem umieszczon

w probdéwce typu eppendorf, a ngstie wirowanie (12000 g, 1 min);

3. odrzucenie przeszu i przemycie kolumienki 700 pl buforu W2, wirawe
(22000 g, 1 min);
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4. odrzucenie filtratu i ponowne przemycie kolumiedRO ul buforu W2, wirowanie
(22000 g, 1 min);

5. przeniesienie kolumienki do nowej probdéwki typu epgorf;

6. podanie na kolumierk30 pl wody wolnej od DNaz (podgrzanej uprzednio do

temperatury 6%C) i inkubacja w temperaturze pokojowej przez 1utin

7. wirowanie (12000 g, 1 min) i zebranie filtratu, Kt&@awierat oczyszczony produkt
PCR.

3.2.2.3. Cecie enzymami restrykcyjnymi i ligacja

Oczyszczony produkt PCR poddany zostat jednoczesneictiu enzymami
restrykcyjnymi FastDigestBamHI (Fermentas) iHindlll (Fermentas) przez 5 minut
w 37°C. W tych samych warunkach restrykcji z jednoczegefosforylacy poddany zostat
rowniez plazmid pcDNA3 uyty w procedurze klonowania. Charakterystydbou reakcji

przestawia tabela gia.

Tabela 5. Zestawienie sktadnikbw wymaganych doajealccia restrykcyjnego.

sktadnik ilo$¢ dodana podczas ecia  ilos¢ dodana podczas ecia

DNA plazmidowego produktu PCR
bufor FastDigest 10X 2 ul 2 ul
DNA 1ug 10 pl
enzym FastDiged®amHI 1U 1U
enzym FastDigedtlindlll 1U 1U
enzym FastAP (alkaiczna fosfataza) 1l
(Fermentas)
woda wolna od nukleaz dopetnione do 20 pl dopemidm 30 pl

Cigty enzymami restrykcyjnymi produkt PCR oczyszczanozastosowaniem
zestawu AxyPrep PCR Clean-up Kit i procedury opg$growyzej, natomiast poddany
restrykcji plazmid oczyszczano z zastosowaniemarastHigh Pure Plasmid Isolation Kit
(Roche Diagnostics) stoggjnasgpujaca procedug:

1. przeniesienie mieszaniny reakcyjne] na koluméertBeneJET™ umieszczon

w probowce zbiorczej typu eppendorf, wirowanie (A2@, 1 min);

2. odrzucenie supernatantu i naniesienie na kolugier®©0 pl buforu

przemywagcego, wirowanie (12000 g, 1 min);
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3. odrzucenie filtratu i ponowne przemycie kolumiedd0 pl buforem mycym,
wirowanie (12000 g, 1 min);

4. odrzucenie filtratu i przeniesienie kolumienki dowej probéwki zbiorczej typu

eppendorf;
5. podanie na kolumierk50 pul wody wolnej od DNaz i wirowanie (12000 gnin);
6. zebranie filtratu zawieragego oczyszczony plazmid.

Oczyszczony plazmid i produkt PCR pctono w procesie ligacji prowadzonej
przez godzia w temperaturze pokojowej. Naphie enzym inaktywowano w 85 przez

10 minut. Warunki reakcji przestawia tabela szosta.

Tabela 6. Zestawienie sktadnikow wymaganych doajgégacii.

sktadnik ilo$¢ dodana

bufor do ligacji 10X (Fermentas) 2 pl

DNA plazmidowe 200 ng

produkt PCR 40 ng

enzym T4 DNA Ligase (Fermentas) 5U

woda wolna od nukleaz dopetniona dogbtci 20 pl

3.2.3. Transformacja komoérek kompetentnych wektorenkodujacym genCGB5

W celu namnegenia wektora zawierggego insert kodgpy CGBS5 komorki
kompetentnée. coli szczepu TG1 (Zymo Research) transformowano proygatym (tak
jak opisano to powaej) plazmidem metad szoku cieplnego wedlug nagtjacej
procedury:

1. rozmrazenie komérek kompetentnych na lodzie (10 min);

2. dodanie do mieszaniny komérek kompetentnych 100lammidowego DNA;
3. inkubacja mieszaniny na lodzie (10 min);

4. szok cieplny (42C, 2 min);

5. inkubacja na lodzie (10 min);

6. dodanie do bakterii 1 ml ggwki LB (1% bakto-trypton, Becton Dickinson;
0,5% wycihg drazdzowy, Becton Dickinson; 0,5% NaCl, POCH; 1 mM NaOH,
POCH), niezawierafej antybiotykdw selekcyjnych;

7. inkubacja bakterii w temperaturze®87z wytrzsaniem przez 1,5 godziny;
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8. wirowanie komérek (850 rpm, 3 min);
9. odrzucenie supernatantu i pozostawienie okoto 1@3adu bakteryjnego;

10.przeniesienie bakterii na phdlPetriego z zestalonym podem LB z 1,7% agarem
(Becton Dickinson) z dodatkiem 100 pg/ml ampicyl{BjoRad);

11.hodowla bakterii w temperaturze 87przez noc.
3.2.4. Namnaanie wektora kodujacego gerCGB5

Po zakaczeniu hodowli bakteryjnej na ptytkach Petriego ré8adt) pojedyncze
kolonie przenoszono do 5 ml pavki ptynnej LB z 100 pg/ml ampicyliny i wytgsagc
hodowano w3%. Po osignieciu przez komorki bakteryjne fazy wzrostu
logarytmicznego mieszanin wirowano (3500 g, 10 min, °@), a osad komodrek
bakteryjnych wykorzystano do izolacji DNA plazmidego przy wayciu zestawu do
izolacji High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche Drebstics) stosdf nas¢pujaca
procedug:

1. zawieszenie osadu w 250 pl buforu z RNAz

2. dodanie 250 pl buforu do lizy i delikatne mieszgmi@rzez odwracanie probowki;
3. dodanie 350 pl roztworu neutralizaggo i mieszanie (jak wgj);
4. wirowanie (12000 g, 5 min);

5. przeniesienie supernatantu na kolumieikeneJET™ umieszczgrw probdéwce

typu eppendorf;
6. wirowanie (12000 g, 1 min);
7. odrzucenie supernatantu i naniesienie na kolurgi®0k pl buforu myjcego;
8. wirowanie (12000 g, 1 min)

9. odrzucenie filtratu i ponowne przemycie kolumierdd0 pl buforem myjcym

pofaczonym z wirowaniem (12000 g, 1 min);
10.odrzucenie filtratu i przeniesienie kolumienki dowej probdéwki typu eppendorf
11.podanie na kolumierk50 pl wody wolnej od DNaz i wirowanie (12000 gnin);

12.zebranie filtratu zawieragego oczyszczony plazmid i przeniesienie go do npowe

probdowki.
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Wyizolowane plazmidy sprawdzano pod wgmgm jakdciowym i ilosciowym
stosugc rozdziat elektroforetyczny w  0,8% zelu agarozowym i ocen
spektrofotometryczn Obecné¢ insertu potwierdzono za pomypcciecia enzymami
restrykcyjnymiBamHI i Hindlll i rozdziatu mieszaniny reakcyjnej #elu agarozowym.
Ponadto poprawri¢ klonowania sprawdzano poprzez sekwencjonowaniestkaoktow
w Wydziatlowej Pracowni Technik Biologii MolekulagnéJniwersytetu im. Adama
Mickiewicza, zarbwno ze starterem sensowym jak tygensowym wykorzystanymi do
klonowani produktéw opisanych w tabeli drugie;.

Tak przygotowane plazmidy posidy do transfekcji komorek raka jajnika linii
SKOV-3 i OVCAR-3.

3.2.5. Transfekcja komorek linii OVCAR-3 i SKOV-3

Aby wprowadzé do komoérek linii OVCAR-3 i SKOV-3 konstrukt kodigy gen
CGBS5 zastosowano #aik liposomalny TurboFect (Fermentas). Orziprzed planowan
transfekcy komoérki pasaowano na ptytki szZeiodotkowe grednica 35 mm, Sarstedt),
podagc 100 tys¢cy komorek do kadego dotka tak, aby nasnego dnia uzyska
konfluencg 80%.

Procedura transfekcji przebiegata zgodnie z pregeddostarczogn przez
producenta nmika liposomalnego i polegata na zwieszeniuu@ przygotowanego
wczesniej DNA plazmidowego (z wklonowanym gene@GB5 w 200 pyl medium
hodowlanego RPMI lub McCoy bez surowicy, a ppste dodaniu do mieszaniny 3
roztworu TurboFect | wymieszaniu. Mieszanininkubowano przez 20 minut
w temperaturze pokojowej. Po uplywie tego czasusmarir podawano na plytki
z komorkami, zawiergge 2 mlswiezego petnego medium hodowlanego.

W celu monitorowania wydajsoi transfekcji, stosydfr opisag powyzej procedu,
wykonywano rownolegt transfekoj komorek plazmidem z genem reporterowym
kodujgcym biatko zielonej fluorescencji (EGFP) zakupiongrkolekcji Invitrogenu. Tym
samym wydajn&é transfekcji komérek oceniano na podstawie fluceaesi biatka EGFP
w komorkach kontrolnych. Transfekowane komorki eamabano po dwudziestu czterech,

czterdziestu @miu i siedemdziesgciu dwoch godzinach od momentu transfekciji.
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3.2.6. Analiza ekspresji badanych genow na poziommmRNA
3.2.6.1. Izolacja catkowitego RNA

Po zakaczonej hodowli — dwadzieia cztery, czterdzéei osiem lub
siedemdziegt dwie godziny po transfekcji — catkowity RNA z koének izolowano
uzywajac odczynnika TriPure Isolation Reagent (Roche Disgns) wedtug nagpujace]
procedury:

1. usungcie medium znad komoérek;

2. zawieszenie komérek na ptytce hodowlanej w 0,5 miPdre Isolation Reagent

i inkubacja (5 min, 2°C), zebranie lizatu komérkowego do probowek;

3. dodanie 0,1 ml chloroformu, wytganie 15 sekund i inkubacja 3 minuty

w temperaturze pokojowej;
4. wirowanie (12000 g, 15 min @);

5. przeniesienie odseparowanej gornej wodnej fazyadeepprobowki oraz precypitacja
RNA poprzez dodanie 0,5 ml alkoholu izopropylowagokubacg przez 10 minut

w temperaturze pokojowej;
6. wirowanie (12000 g, 15 min @);
7. usungcie supernatantu i przemywanie osadu RNA 1 ml 78%halu etylowego;
8. wirowanie (12000 g, 10 min,@);
9. usunkcie supernatantu i suszenie osadu ha powietrzuz kago 10 minut;
10. rozpuszczenia RNA w 20 wolnej od RNaz wody i inkubacja 10 minut w°eD

Uzyskany w ten sposdéb RNA analizowano jaowo i ilosciowo poprzez pomiar
spektrofotometryczny i rozdziat elektroforetyczno Zzelu agarozowym w warunkach

denaturujcych i przechowywano w temperaturze °8@lo czasu dalszych analiz.
3.2.6.2. Odwrotna transkrypcja

RNA wyizolowane z transfekowanych komorek OVCAR-FKOV-3 poddano

reakcji odwrotnej transkrypcji wedtug procedurysgmej w punkcie 3.2.2.1.
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3.2.6.3. qPCR

Wptyw nadekspresjiCGB na komorki linii SKOV-3 i OVCAR-3 oceniano na
podstawie analizy poziomu ekspresji gendw kecygh kinazy ERK ERK1 ERK2
i AKT (AKT1, AKT2 AKTJ3), a take gendWCGA LHCGR MKI67, BIRC5 BAXi BCL2
W tym celu przeprowadzono feuchows reakcg polimerazy DNA z analigz ilosci
produktu w czasie rzeczywistym (gPCR). Zastosowae techniki pozwolito te
oszacowa osignicty wzgledny poziom nadekspresiiGB.

Jako matrycy do amplifikacji fragmentow wybranydenow uyto cDNA
uzyskanego w reakcji odwrotnej transkrypcji i sdaanych genowo starteréw opisanych
w tabeli si6dmej.

Wzgledny poziom ekspresji wszystkich genow, za aitkipm genuCGA oceniany
byt w reakcji gPCR przy ayciu specyficznych sond i przyrbwnywany do eksprgspu
referencyjnegoHPRT kodupcego fosforybozylotransferazhipoksantynowo-guaninayy
ktdrego poziom réwnie oceniano stosgg odpowiedni sond. Ekspresj genu CGA
oceniano natomiast na podstawie reakcji gPCRzyciem fluorochromu SybrGreen
i przyrownywano do ekspresji gerlPRTmierzonej § sam technilg.

Warunki reakcji gPCR z ayciem Light Cycler TagMan Master i sond
hydrolizujgcych przestawigj tabele O0sma i dziewta, natomiast warunki i profil
temperaturowy reakcji zzyciem SybrGreen przedstawgdpbele dziesta i jedenasta.

Wydajnag¢ reakcji qPCR okrgano na podstawie krzywych wzorcowych
generowanych dla kdego z analizowanych gendéw i genu referencyjneg@vaso
w reakcji z zastosowaniem sond hydroligyich jak i SybrGreen. Krzywe wzorcowe
wyznaczono przez wykonanie serii kolejnych roaciEs cDNA otrzymanego w reakcji
odwrotnej transkrypcji z zayciem uniwersalnego startera oligo(eifz catkowitego RNA
wyizolowanego z tgyska. Dziesjtne rozciéczenia cDNA obejmowaty zakres od 1 do
1:100 000. Przygotowane w ten sposOb ramzenia matrycy poddano amplifikacji
zgodnie z procedurami opisanymi w tabelach 8-11.

Otrzymane podczas gPCR dane analizowano gmsupprogramowanie
LightCycler® Data Analysis Software wer. 4.0.5.41&. wygenerowane w postaci Cr
(stosunek natenia ekspresji genu badanego wdgim ekspresji genu referencyjnego)

wyniki opisano w pracy jako wzglny poziom ekspresji genow.
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Tabela 7. Charakterystyka starteréw i songtych do reakcji gPCR.

gen sekwencja startera sensowego sekwencja startematysensowego Sonda

AKT1 5'-GGCTATTGTGAAGGAGGGTTG-3' 5'-TCCTTGTAGCCAATGAAGGF-3' #69 (Roche Diagnostics UPL)
AKT2 5'-TGGATTCTCCAGACGAGAGG-3' 5'-ACTTGTAGTCCATGGGGTCEY #57 (Roche Diagnostics UPL)
AKT3 5'-CAGATGTCTCCAGTGGACTACTGTT-3' 5'-GGATAGCTTCTGCCALTTCC -3' #6 (Roche Diagnostics UPL)

ERK1 5'-CCCTAGCCCAGACAGAGATC-3' 5'- GCACAGTGTCCATTTTCTARAGT-3' #57 (Roche Diagnostics UPL)
ERK2 5'-CCGTGACCTGAAGCCTTC-3' 5'-GCCAGGCCAAAGTCACAG-3' 62¢(Roche Diagnostics UPL)
MKI67 5-AGTAACGCGGAGTGTCAAGAG-3' 5'-TCACTGTCCCTATGACTTGIG-3' #30 (Roche Diagnostics UPL)
BAX 5-ATGTTTTCTGACGGCAACTTC-3' 5'-ATCAGTTCCGGCACCTTG-3 #57 (Roche Diagnostics UPL)
BCL2 5'-TACCTGAACCGGCACCTG-3' 5'-GCCGTACAGTTCCACAAAGG-3' #75 (Roche Diagnostics UPL)
BIRC5 5-TCTGCTTCAAGGAGCTGGA3J3 5'-AAAGTGCTGGTATTACAGGCGF3' #36 (Roche Diagnostics UPL)
CGB 5'-TACTGCCCCACCATGACC-3' 5'-CACGGCGTAGGAGACCAC-3' 7} (Roche Diagnostics UPL)

6FAM-CAGGCATCAGAAAGTTTCCAGATGTTACGA-BBQ (TIB

LHCGR 5-CACTCGACTATCATCTGCCTACCTCC-3' 5'-GAAAAGCATTTCCTGTATGGTGG-3' MOLBIOL)

HPRT Human HPRT Gene Assay Cat. No. 05 046 157 001 (&Béhgnostics)

CGA 5'-CTGATGTGCAGGATTGCC-3' 5'-CCCCATTACTGTGACCCTGTTATG-3' -

HPRT 5'-TGAAGAGCTATTGTAATGACCAGT-3' 5'-CAAATCCAACAAAGTCTGGC-3' -




Tabela 8. Warunki reakcji qPCR przeprowadzone puzyciu Light Cycler TagMan Master i sond

hydrolizujgcych.

sktadnik stezenie kaicowe
cDNA 5l
mieszanina starterOw sensowego i antysensowego pniobul
sonda hydrolizujca 0,1uM
mieszanina LightCycler FastStart TagMan Reactionx Mi 1x

zawierajca polimerag, dNTPs, MgCJ

woda

dopetnione do okjosci 20 pl

Tabela 9. Profil temperaturowy reakcji qPCR zyaiem Light Cycler TagMan Master i sond

hydrolizujgcych.

liczba eta warunki reakcji w omiar fluorescencji
cykli b poszczegolnych etapach P J
1 preinkubacja g%, 10 min brak
denaturacja ge, 10 s brak
45 amplifikacja hybrydyzacja starterow z 60°C, 20 s brak
jednoczespelongacy
pomiar fluorescencji Z,1s pojedynczy
1 chtodzenie 4C,30s brak

Tabela 10. Warunki reakcji gqPCR przeprowadzone prggiu SybrGreen.

sktadnik stezenie kaicowe
cDNA 2 pl
mieszanina starteréw sensowego i antysensowego pnioBl
jony Mg** 3,5 mmol/l
mieszanina LightCycler FastStart DNA zawigca polimerag, 1X

SybrGreen, dNTPs, Mggl

woda

dopetnione do okjosci 20 ul




Tabela 11. Profil temperaturowy reakcji gPCRzyaiem SybrGreen dla gend@GAi HPRT.

liczba warunki reakcji w poszczeg6lnych etapach

. etap
cyki HPRT CGA

1 preinkubacja g, 10 min
denaturacja ge,10s
Qty;g‘:g\fvacja 54°C,5 s 58C,5s

45 amplifikacja
elongacja 7x,9s 72C,8s
pomiar fluorescencji 8€,2s

1 krzywa topnienia od 65C do 95C

(pomiar cigly co 0,2 s, rampling 2T/s)
1 chtodzenie 40°C, 30's

3.2.7. Ocena wplywu rekombinowanego biatka podjedmtki beta ludzkiej
gonadotropiny kosmoéwkowej (rCGB) na komorki linii OVCAR-3 i SKOV-3

W celu oceny wplywu egzogennej podjednostki betdzlkiej gonadotropiny
kosmowkowe] na aktywagjkinaz ERK i AKT komorki linii OVCAR-3 i SKOV-3
inkubowano z rekombinowanym biatkiem CGB (rCGB)gi8a Aldrich).

Dwadzigcia cztery godziny przed planowastymulacy komérki pasaowano na
ptytki sz&ciodotkowe. Nasipnie hodowano przez dwaitée godzin w petnym medium w
warunkach opisanych w punkcie 3.2.1. Przez kolefiveandcie godzin komorki
hodowano w medium pozbawionym surowicy, a po upiywego czasu do medium
dodawano roztwor biatka rCGB tak, aby uzysk#&zenie kaicowe 100 ng/ml. Komorki
OVCAR-3 i SKOV-3 inkubowano z rCGB przezepj pigtnascie i trzydzigci minut,
a nasgpnie zbierano w celu izolacji biatek.

Czas inkubacji komorek z rCGB i jego¢gtnie dobrano na podstawie danych
literaturowych [Hudelist i wsp. 2010; Prast i wg008].
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3.2.8. Ocena wplywu rekombinowanego biatka podjedrstki beta ludzkiej
gonadotropiny kosmowkowej (rCGB) na komorki linii OVCAR-3 i SKOV-3
z jednoczesnym zablokowaniem kinaz MEK i PI3K

Aby potwierdzé specyficzné¢ aktywacji kinaz ERK i AKT w komodrkach
poddawanych stymulacji rekombinowanym biatkiem C@&@Bstosowano specyficzne
inhibitory kinaz MEK i PI3K fosforylujcych odpowiednio ERK i AKT. Inkubagj
komorek OVCAR-3 i SKOV-3 z rCGB przeprowadzono zgiedz procedur opisan
w punkcie 3.2.7., jednak godzinprzed podaniem rekombinowanego biatka CGB do
medium hodowlanego dodawano inhibitory kinaz MEKIG126 (Cell Signaling) i PI3K —
LY294002 (Cell Signaling) o steniach kacowych odpowiednio 10 uM i 50 pM.

3.2.9. Analiza aktywndci wybranych gendw na poziomie biatka i poziomu
fosforylacji kinaz ERK i AKT

Ekspresj biatek CGB, ERK, AKT a tate stopi@ ufosforylowania kinaz ERK
(p-ERK) i AKT (p-AKT) oceniano metagwestern blot z specyficznymi przeciwciatami.

3.2.9.1. Izolacja biatek

Po zakaczonej hodowli — dwudziestu czterech, czterdziestdmiu
i siedemdziesciu dwoch godzinach po transfekcji lubeqiu, pktnastu, trzydziestu
minutach po stymulacji rCGB — ptytki z komdérkami i@szczano na lodzie, medium znad
komorek usuwano, a szalki przemywano 500 pl zimneg& (PAN-Biotech GmbH).
Nastpnie, w obecnéci 1 ml swiezego zimnego PBS komorki zbierano z szalek
i przenoszono do probowek typu eppendorf. Zawgesiomorek wirowano (1000 rpm,
5 min, 20C), supernatant usuwano, a do osadu dodawano S5nigdzaniny PBS
z dodatkiem 10% buforu RIPA (Millipore) i 10% inliira proteaz (Sigma Aldrich).
Mieszanirg wytrzasano (15 min, %C), a nasipnie wirowano (14000 g, 15 min/@).
Supernatant zawiekgjy biatka przenoszono do nowych probéwek.

Pomiar stzenia biatek w uzyskanym ekstrakcie biatkowym miezometod
Bradford wykorzystujc odczynnik Quick Start Bradford Dye Reagent (BidRavedtug

zalecaé producenta. Proby przechowywano w°Q@lo czasu dalszych analiz.

44



3.2.9.2. Elektroforetyczny rozdziat i transfer biagk

Przygotowane ekstrakty biatkowe poddawane byty  za@tdwi
elektroforetycznemu wzelu poliakrylamidowym w warunkach denatwmych, ktorego

charakterysty& podano w tabeli dwunaste).

Tabela 12. Charakterystykalu poliakrylamidowego do elektroforezy biatek.

sktadnik zel zagszczapcy zel rozdzielajgcy

mieszanina akrylamidu (39%) i bisakrylamidu (1%) ,3 il 6,0 ml

bufor dozelu zagszczagcego

(0,5 M Tris/HCI, Sigma Aldrich; pH 6,8) 2,5 ml -

bufor doz_elu rozdz_ielaejcego. _ 50 ml
(1,5 M Tris/HCI, Sigma Aldrich; pH 8,8) '
siarczan dodecylu sodu 10% (Sigma Aldrich) 100 pl 00 @l
woda 6,0 mi 8,7 ml
nadsiarczan amonu 10% (Sigma Aldrich) 50 pl 100 pl
N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiamina (Sigma Aldrich) 10 ul (o

Przed nalgeniem nazel kazda proke biatka, w ilgci 30 pg, mieszano z buforem
obcigzajgcym do elektroforezy biatek (Laemmli, Sigma Aldrnichinkubowano w bloku
grzejnym w temperaturze 85 przez 10 minut. Rozdziat prowadzono w buforze do
elektroforezy biatek (o skladzie: 2,5 mM Tris/H@jgma Aldrich; 19,2 mM glicyna,
POCH; Sigma Aldrich; 0,01% siarczan dodecylu sodu, Sighhdrich) przez 45 minut
przy napgciu 200V przy ayciu zestawu Mini-PROTEAN (BioRad).

Po zakaczonej elektroforezie biatka przenoszone byly naktyzeowary
metanolem membranz polifluorku winylidenu (Millipore) na drodze dédgotransferu
w buforze do elektroforezy biatek z 20% metanoldd®CH) 90 minut przy nateniu
350 mA.

Nastpnie membrag inkubowano przez godzinwv buforze blokujcym (Blocking
Buffer, Sigma Aldrich) w temperaturze pokojowej,meéeszadle orbitalnym. Po tym czasie
btone poddawano godzinnej inkubacji z  odpowiednimi  pre@tami
pierwszorzdowymi rozciéczonymi do odpowiedniegoggenia w buforze blokgpym.

Po inkubacji bufor z przeciwciatami usuwano, a menp przemywano
trzykrotnie buforem TBS-T (0,1%, Tween-20, Sigmadidh; 2,4% Tris/HCI, Sigma
Aldrich; 8% NacCl, Sigma Aldrich). W naginym kroku membraninkubowano godzig
z przeciwciatami drugorzlowymi sprzzonymi z peroksydagchrzanova w odpowiednim
rozcieiczeniu, réwnie w buforze blokuyjcym. Charakterystyk przeciwciat
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wykorzystanych w pracy podano w tabeli trzynastej.

Niezwigzane przeciwciata odptukiwano trzykrotnie buforeMBSFT. W celu
uwidocznienia immunoreaktywnychgakow wzyto substratu dla peroksydazy chrzanowe;j
— Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz).

Do analizy densytometrycznej wykorzystano systef@@x (Syngene) i program
GeneSys (Syngene). Intensywaochemiluminescencji oceniana byla wgigm tta.
Uzyskane dla badanych bialek i biatka referencygnedehydrogenazy aldehydu
fosfoglicerynowego (GAPDH) dane wyt@ne w postaci Rv (natenie sygnatu w olbie
pola immunoreaktywnego gtka) analizowano naginie w programie Microsoft Excel.
Wyniki stanowace stosunek Rv biatka badanego wdgim Rv biatka referencyjnego

opisano w pracy jako wzglng ekspresj/fosforylacg biatka.

Tabela 13. Charakterystyka stosowanych przeciwciat.

typ przeciwciata typ przeciwciata

antygen ”. rozcienczenie rozcienczenie
pierwszorzedowego drugorzedowego
oliklonalne krélicze anty- poliklonalne kozie antykrélicze
CGB pCGB (A0231, Dako) ¥~ 1:1000 sprzzone z peroksydaz 1:2000
' chrzanow (A0448, Dako)
poliklonalne krdlicze anty- poliklonalne kozie antykrélicze
ERK i 1:1000 sprzzone z peroksydaz 1:1000
ERK (sc-153, Santa Cruz) chrzanow (A0448, Dako)
oliklonalne krélicze anty- poliklonalne kozie antykrolicze
AKT P Y- 1:500 sprzzone z peroksydaz 1:200

AKT (sc-8312, Santa Cruz) chrzanow (A0448, Dako)

poliklonalne kozie antymysie

monoklonalne mysie anty- sprazone z peroksydaz

p-ERK  p-ERK (sc-7383, Santa 1:200 chrzanow (sc-2031, Santa 1:500
Cruz)
Cruz)
poliklonalne krélicze anty- poliklonalne kozie antykrélicze
p-AKT  p-AKT (sc-7985, Santa 1:200 sprzzone z peroksydaz 1:500
Cruz) chrzanow (A0448, Dako)
poliklonalne krélicze anty- poliklonalne kozie antykrélicze
GAPDH GAPDH (sc-25778, Santa 1:1000 sprzzone z peroksydaz 1:1000
Cruz) chrzanow (A0448, Dako)

3.2.10. Ocena cykluyciowego komoérek z zastosowaniem techniki cytometri
przeptywowej
W celu oceny zmian w cyklizyciowym komorek OVCAR-3 i SKOV-3 poddanych
transfekcji genenCGB5 wykorzystano metagdcytometrii przeptywowej. Transfekowane
komorki oraz komorki grupy kontrolnej odtrawiano qubdiaza roztworem trypsyny
(0,05%, Gibco), naspnie wirowano (3000 g, 5 min,°@) i dwukrotnie przemywano
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zimnym roztworem PBS (PAN Biotech GmbH). W celuwatenia komérek osad
komoérkowy zawieszano w 1 ml 70% etanolu i inkubowvarzez noc w €. Po tym czasie
komorki ponownie wirowano i zawieszono w 0,5 ml PB®y oczyci¢ proke z RNA do
osadu dodano RNazA (100 pg/ul, Sigma Aldrich) i cai¢ inkubowano 30 minut
w temperaturze pokojowej. Naphie komorki ponownie wirowano a supernatant
usuwano. W celu wybarwienia DNA osad komorkowy zsmono w roztworze jodku
propidionowego (50 pg/ml, Sigma Aldrich) i inkubawagodzig w temperaturze °C.
Oceny cyklu komoérkowego dokonano stgsugytometr przeptywowy BD Facs Calibur
(Becton Dickinson). Procentowy udziat poszczegdnyfaz cyklu komorkowego:
apoptozy, GO/G1, S i G2/M wyznaczano w grupie nigiejgzej nk 10 000 komoérek,

wykorzystupc oprogramowanie BD Cell Quest™ Pro wer. 5.2.1.

3.2.11. Barwienie fluorescencyjne komorek OVCAR-3 SKOV-3 z zastosowaniem
barwnikéw Hoechst 33342 i jodku propidionowego

W celu oceny liczby komorek apoptotycznych, nekratych oraz komoérek
niezmienionych zastosowano metodvykorzystugca dwa barwniki fluorescencyjne
wigzagce kwasy nukleinowe: jodek propidionowy i Hoech&382. Barwniki te roni
mozliwos¢ penetracji przez btenkomadrkows. O ile Hoechst przenika przez nieprzerwane
btony komdérkowe, barwc jadro na kolor niebieski, to jodek propidionowy wniki®
komorek dopiero po uszkodzeniu integrakioplazmalemmy i barwigdra na kolor
czerwony. Komorki po transfekcji konstruktem koghyym genCGB5i komaorki kontrolne
wybarwiano mieszanin zawieragca Hoechst (0,1 pg/ml, Sigma Aldrich) i jodek
propidionowy (0,125 pg/ml, Sigma Aldrich). Barwienumaliwito ocerg kondensacji
i/lub fragmentacji chromatynyagirowej, swiadczcych o zachodzeniu procesu apoptozy
(wybarwienie gdra na kolor niebieski) oraz przerwaniagtosci btony komorkowej
w procesie nekrozy (wybarwienigdira na kolor czerwony). Proces apoptozy w komaorkach
transfekowanych i kontrolnych oceniano przy pomanikroskopu fluorescencyjnego
wyposaonego w filtry UV-2A i FITC/FLUO-3 (Nikon Eclipse H 200).

3.2.12. Ocena wzrostu liczby komorek transfekowanyc genem CGB5 w czasie
rzeczywistym

Ocere wzrostu liczby komoérek w czasie rzeczywistym prog@dzono stosag
system XCELLigence (Roche Diagnostics), ktéry nmmije przyrost komorek na
podstawie zmian impedancji elektrod umieszczonychpediazu plytki hodowlane).

W celu analizy komorki pagawano na szesnastodotkowe ptytki xCELLigence EePld
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(Roche Diagnostics), podaj cztery tysice komoérek do kalego dotka. Komorki
hodowano nagpnie przez 24 godziny, a po tym czasie transfekowjn plazmidem
kodujgcym genCGB5 Wzrost komorek kontrolnych i transfekowanych ntordwano
przez kolejne siedemdzigsidwie godziny. Analiz wynikdw prowadzono iywajac

oprogramowanie systemu XCELLigence — RTCA SoftwgRRoche Diagnostics).
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4. Wyniki

Wplyw wolnej podjednostki beta ludzkiej gonadotmpkosmodowkowej na biologi
komorek nowotworowych analizowano wykorzystujlinie raka jajnika OVCAR-3
i SKOV-3 poddane transfekcji plazmidem z wklonowangenemCGB5 Gen ten zostat
wybrany do bada poniewa w komorkach wydzielgrych gonadotropigtkosmowkove,
Z grupy szeciu genow kodujcych CGB, jest on jednym z najbardziej aktywnych
transkrypcyjnie [Cocquebert i wsp. 2012; Hotakainetrsp. 2007; Rull i Laan 2005].

Efekt nadekspresji CGB i jej oddziatywanie na kokn@owotworowe oceniano po
dwudziestu czterech, czterdziestdmiu i siedemdziegciu dwoch godzinach od

transfekcji przeprowadzgg nasgpujace analizy:

1. poziomu nadekspresji CGB na poziomie RNA (oaesg@ metog gPCR) i biatka

(ocenianego metadvestern blot);

N

relatywnej ekspresji podjednostki alfa gonadatrg kosmoéwkowej CGA) oraz
receptora dla CA_HCGR) na poziomie RNA (ocenianej metpdPCR);

3. wzgkdnej ekspresji poszczegolnych izoform kinaz ERERK1 ERK2 i AKT (AKTY,
AKT2 AKT3 na poziomie RNA (ocenianej metpdiPCR) oraz catkowitych frakcji
bialek ERK i AKT (ocenianej metadvestern blot);

4. apoptozy i nekrozy komorek na podstawie ocemewicznych cech morfologicznych

(barwienie jodkiem propidionowym i Hoechst 33342);
5. cyklu komdérkowego za pomgptechniki cytometrii przeptywowej;
6. przyrostu liczby komorek korzysiajsystemu xCELLigence;

7. ekspresji markera proliferadfiKi67 oraz czynnikow pro- i antyapoptotyczny@CL2
BAX BIRC5na poziomie mRNA (ocenianej metpgPCR);

8. aktywacji kinaz biatkowych ERK i AKT na podstanensytometrycznej oceny stopnia

fosforylacji tych biatek przeprowadzonej mejoslestern blot.



Ponadto w celu sprawdzenia efektu aktywacji szlakdnaz pod wpltywem
egzogennego dziatania CGB komorki linii OVCAR-3 iK@V-3 inkubowano
z rekombinowanym biatkiem podjednostki beta gonamgobty kosmoéwkowe] (rCGB).
Stopier fosforylacji kinaz badano po gmiu, pktnastu i trzydziestu minutach od podania
rCGB do medium hodowlanego, a analiprzeprowadzono metgdwestern blot
z przeciwciatami rozpoznggymi ufosforylowane formy kinaz ERK i AKT.

Dodatkowo, aby potwierd&i specyficzné¢ aktywacji badanych kinaz pod
wptywem rCGB zastosowano inhibitor kinazy MEK (U®)2i inhibitor kinazy PI3K
(LY294002), odpowiedzialnych za fosforylacj odpowiednio ERK w szlaku
RAS/RAF/MEK/ERK i AKT w szlaku PI3K/AKT.

Wszystkie przedstawione w niniejszej pracy wynildn®wg usrednione wartci
pochodace z trzech niezateych eksperymentoéw przeprowadzonych dladiego typu

analizy.

4.1. Ocena stopnia nadekspresji CGB w transfekowacih genemCGB5 komorkach
OVCAR-3i SKOV-3

W celu oceny stopnia nadekspresji CGB w komorkatih OVCAR-3 i SKOV-3
transfekowanych konstruktem z wklonowanym gen€@B5 przeprowadzono analizy

ekspresji badanego genu na poziomie RNA i biatka.

4.1.1. Ocena stopnia nadekspresji CGB w transfekowmgch genemCGB5 komorkach
OVCAR-3

Transfekcja komorek linii OVCAR-3 konstruktem kogitym gen CGB5
na poziomie RNA, pozwolita ogjna¢ maksymalnie prawie gt tysiecy razy wyszy
ekspresj podjednostki beta ludzkiej gonadotropiny kosmowkpwiz w komorkach
kontrolnych. Najwyszy poziom wzgidnej ilosci transkryptéw CGB charakteryzowat
komorki analizowane po dwudziestu czterech godhirat momentu transfekcji. Poziom
syntetyzowanych transkrypto®GB w transfekowanych komodrkach spadat w kolejnych
godzinach trwania eksperymentu, jednak czteédzm@siem i siedemdziegidwie godziny
po transfekcji byt nadakrednio okoto péttora tygca razy wyszy w porownaniu

do komérek kontrolnych, w ktérych poziom ekspr&@B wynosit 2,81x138 (Ryc. 1).
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CGB/HPRT

1,60E+00
1,40E+00

1,20E+00
1,00E+00
8,00E-01
6,00E-01
4,00E-01
0,00E+00

K CGB24h CGB48h CGB72h

genu

wzgledny poziom ekspresij

Ryc. 1. Wzgédny uredniony poziom ekspresji gend@@GB przyréwnany do ekspresji genu referencyjnetRRTw komorkach linii
OVCAR-3 transfekowanych gene@GB5i komdrkach kontrolnych (K — komérki kontrolne etiansfekowane; CGB24h —
komorki transfekowane oceniane po dwudziestu ocztergodzinach; CGB48h — komorki transfekowane aemipo
czterdziestu @miu godzinach; CGB72h — komorki transfekowane cmeaipo siedemdzigsiu dwoch godzinach).

Poziom ekspresji biatka podjednostki beta gonagatsgo kosmowkowej
w nietransfekowanych komérkach OVCAR-3 byt na tyleski, iz niemaliwym byto
zmierzenie jego iléci metod western blot pakczors z polilosciowa analiz
densytometryczn Proby wyizolowane z komoérek transfekowanych kardgem
kodujgcym gen CGB5 analizowane metad western blot odznaczaty ¢sinatomiast
wzrostem iléci produkowanego biatka, wytajacego s¢ wyraznym immunoreaktywnym
sygnatem pojedynczego ggka o0 masie 32 kDa, charakterystycznego dla wolnej
podjednostki beta ludzkiej gonadotropiny kosmowkpjBeitler i lles 2004]. Dowodzi to,
ze poziom tego biatka znagzmo wzrést na skutek transfekcji komodrek. Napszy
ekspresj CGB odnotowano w dwudzieste] czwartej godzinietpamsfekciji. Poziom tego
biatka nieznacznie malat w czterdziestej 6smej godz trwania eksperymentu,
a w siedemdziesiej drugiej godzinie byt pottorarazy asizy niz w probach izolowanych

z komorek dwadzieia cztery godziny po transfekcji (Ryc. 2).

CGB/GAPDH
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Ryc. 2. Analizowany metad western blot (A) i oceniany densytometrycznie (B)gledny wredniony poziom biatka CGB,
przyréwnany do ekspresji biatka referencyjnego GAPD komoérkach OVCAR-3 (K — komérki kontrolne, nietrsfekowane;
CGB24h — komorki transfekowane oceniane po dwutiziezterech godzinach; CGB48h komdrki transfekowazeniane po
czterdziestu émiu godzinach; CGB72h — komorki transfekowane cmeaipo siedemdziesiu dwdch godzinach).

51



4.1.2. Ocena stopnia nadekspresji CGB w transfekowgch genemCGB5 komérkach
SKOV-3

Analiza ekspresjiCGB metod qPCR wykazataze juz w dwudziestej czwartej
godzinie po wprowadzeniu konstruktu ekspresja geké@dupcych podjednostk beta
gonadotropiny kosméwkowej w transfekowanych komérk&KOV-3 bytasrednio ponad
czterndcie tysecy razy wysza nk w komodrkach kontrolnych niepoddawanych
transfekcji. Uzyskany poziom nadekspresji podjetkiodeta CG w komorkach
transfekowanych stopniowo malat, jednak przez caBas trwania eksperymentu
utrzymywat s¢ na poziomie wyszym ng w kontroli tak, ze w czterdziestej ésmej
i siedemdziegtej drugiej godzinie od momentu wprowadzenia do &mk konstruktu
kodujgcego CGB5 byt odpowiednio ponad s&etysiecy | dwa tysjce razy wyszy niz
w kontroli. Sredni poziom ekspresiCGB w komérkach kontrolnych wynosit 1,4x20
(Ryc. 3).
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Ryc. 3. Wzgédny wsredniony poziom ekspresji gend®@GB przyréwnany do ekspresji genu referencyjnego HRRGomarkach linii
SKOV-3 transfekowanych gene@GB5 i komorkach kontrolnych (K — komorki kontrolne,etiansfekowane; CGB24h —
komorki transfekowane oceniane po dwudziestu cztergodzinach; CGB48h — komorki transfekowane caemipo
czterdziestu émiu godzinach; CGB72h — komorki transfekowane ameaipo siedemdziesiu dwdch godzinach).

O ile w komérkach kontrolnych SKOV-3 poziom biathaodjednostki beta
gonadotropiny kosméwkowej byt na tyle niski,rniiemazliwym byto wykazanie obecrici
CGB stosowa#n metody western blot, to komorki transfekowane charaktewaty st
podwyzszonym poziomem tego biatka, ktéry utrzymywad srrzez caly czas trwania
eksperymentu. Jednoénée miedzy prébami zebranymi dwad#@a cztery godziny po
transfekcji i zebranymi po czterdziestusnou i siedemdziegtiu dwoch godzinach
od wprowadzenia konstruktu, wykazano wzrosiotendeng ilosci produkowanego
biatka. Komorki oceniane po czterdziesttmiu i siedemdziegtiu dwéch godzinach od
transfekcji miaty pottora razy wgzy poziom biatka CGB fi komoérki zebrane po
dwudziestu czterech godzinach od podania plaznikya.(4).
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Ryc. 4. Analizowany metad western blot (A) i oceniany densytometrycznie (BYgledny wredniony poziom biatka CGB,
przyréwnany do ekspresji bialka referencyjnego GAP® komdrkach SKOV-3 (K — komérki kontrolne, niatsfekowane;
CGB24h — komorki transfekowane oceniane po dwutlziezterech godzinach; CGB48h komorki transfekowaceniane po
czterdziestu @miu godzinach; CGB72h — komorki transfekowane cmeaipo siedemdzigsiu dwoch godzinach).

(B;

7

4.2. Ocena ekspresji genow kodagych podjednostle alfa gonadotropiny
kosmowkowej (CGA) oraz receptora dla hormonu luteinizugcego
i gonadotropiny kosméwkowe] (HCGR) w komérkach OVCAR-3 i SKOV-3
transfekowanych genentCGB5

Ekspres; genow CGA i LHCGR w badanych liniach komérkowych poddanych
transfekcji plazmidem kodagym CGB5 analizowano na poziomie RNA stostijmetod

PCR w czasie rzeczywistym (QPCR).

4.2.1. Ocena ekspresjCGA i LHCGR w transfekowanych genemCGB5 komorkach
OVCAR-3

W komérkach OVCAR-3 poddanych transfekcji genem ufgtym podjednostk
beta CG zaobserwowano spadek akty$gnogenu CGA w dwudzieste] czwartej
i czterdziestej 6smej godzinie po transfekcji. Bozi ekspresjiCGA byt wowczas
dwukrotnie nkszy ni w kontroli. W siedemdziegiej drugiej godzinie trwania
eksperymentu powroécit on jednak do poziomu zbiego do tego obserwowanego
w komorkach nietransfekowanych (Ryc. 5).
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Ryc. 5. Wzgtdny wredniony poziom ekspresji gerGA przyrownany do ekspresji genu referencyjnego HRRRomoérkach linii
OVCAR-3 transfekowanych gene@GB5i komdrkach kontrolnych (K — komérki kontrolne,etiansfekowane; CGB24h —
komorki transfekowane oceniane po dwudziestu ocatergodzinach; CGB48h — komorki transfekowane aemipo
czterdziestu @miu godzinach; CGB72h — komorki transfekowane cmeaipo siedemdzigsiu dwoch godzinach).
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Linia komoérkowa OVCAR-3 posiyta w badaniach jako model komérek
nowotworowych poniewa posiada potwierdzanekspresj receptora dla gonadotropiny
kosmoéwkowej [Gebauer i wsp. 2004]. Analiza RNA uasego z komorek OVCAR-3
z nadekspresjCGB wykazata,ze wysoki poziom wolnej podjednostki beta zrany jest
ze spadkiem wzgtinego poziomu transkryptow genu koghgigo receptor LHCGR. Przez
caly czas trwania eksperymentu ekspresja tego genkomorkach transfekowanych
utrzymywata s na trzykrotnie niszym poziomie w poréwnaniu do komérek kontrolnych
(Ryc. 6).
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Ryc. 6. Wzgtdny wredniony poziom ekspresji gettHCGR przyrownany do ekspresji genu referencyjnego HRRdomorkach linii
OVCAR-3 transfekowanych gene@GB5i komdrkach kontrolnych (K — komérki kontrolne etiansfekowane; CGB24h —
komorki transfekowane oceniane po dwudziestu oztergodzinach; CGB48h — komorki transfekowane aaremipo
czterdziestu émiu godzinach; CGB72h — komorki transfekowane cmeaipo siedemdziesiu dwdch godzinach).

4.2.2. Ocena ekspresjCGA i LHCGR w transfekowanych genemCGB5 komorkach
SKOV-3

Analizy przeprowadzone metpdPCR pokazatyze w linii komorkowej SKOV-3
zwickszona ekspresj@GB ma nieznaczny wpltyw na poziom transkryptow podgesdii
alfa gonadotropiny kosmoéwkowej w komorkach. O ile dwudziestej czwartej
i czterdziestej 6smej godzinie po transfekcji wdgly poziom ekspresfCGA byt niemal
identyczny z poziomem obserwowanym dla préb konyrch, to w siedemdziege]
drugiej godziniesredni poziom ekspresfCGA byt péttora razy wyszy niz w kontroli
(Ryc. 7).
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Ryc. 7. Wzgédny wredniony poziom ekspresji ger@GA przyréwnany do ekspresji genu referencyjnego HRRRomorkach linii
SKOV-3 transfekowanych gene@GB5 i komoérkach kontrolnych (K — komorki kontrolne,etiansfekowane; CGB24h —
komorki transfekowane oceniane po dwudziestu oztergodzinach; CGB48h — komorki transfekowane aaremipo
czterdziestu émiu godzinach; CGB72h — komorki transfekowane cmeaipo siedemdziesiu dwdch godzinach).
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Linic komorkows SKOV-3 wybrano do bada ze wzgétdu na fakt, #
charakteryzuje g brak ekspresji receptora dla gonadotropiny kosnudvef [Cui
i wsp. 2011]. W celu sprawdzenia, czy nadekspre§j&B prowadzi do zmian
w aktywndgci transkrypcyjnej genu kodagego LHCGR w komdérkach grupy kontrolnej
I tych poddawanych transfekcji oceniano w nich wdgh ekspresj receptora na poziomie
MRNA. Analiza qPCR wykazatlae zwkkszenie ekspresji genGGB5 nie wplywa na
zmiarg aktywnaci genuLHCGR Zaréwno w komdérkach kontrolnych jak i komorkach

transfekowanych nie stwierdzono ekspres;ji recefioyaikow nie przedstawiono).

4.3. Ocena ekspresji kinaz biatkowych ERK i AKT w lomorkach OVCAR-3
I SKOV-3 poddanych transfekcji genemCGB5

W celu oceny wplywu nadekspresji podjednostki betmnadotropiny
kosmowkowej na aktywré genow kodujcych badane kinazy w transfekowanych
komoérkach metagl gPCR analizowano wzglng ekspresj gendw kodujcych
poszczegolne izoformy kinaz ERK i AKT, odpowiedritRK1, ERK2i AKT1, AKT2
AKT3 Analizg ekspresji kinaz wykonano réwiiena poziomie biatka miege
densytometrycznie poziom catkowitych bialek ERK KR metody western blot,

Z zastosowaniem przeciwciat rozpoziegch wszystkie izoformy badanych enzymow.

4.3.1. Ocena wpltywu nadekspresjCGB na poziom kinazy ERK w komaérkach linii
OVCAR-3

Analiza ekspresji kinaZRK w komérkach OVCAR-3 poddanych transfekcji
genem CGB5 dowiodta, ze nadekspresja CGB powoduje zmiany w akty§eno
transkrypcyjnej gendéw kodagych ¢ kinaz. Zastosowanie metody gPCR pokazaie,
w dwudziestej czwartej godzinie po transfekcji ekspp genuERKL byta peciokrotnie
nizsza w komorkach transfekowanychz niv komorkach kontrolnych. Niski poziom
ekspresji tego genu utrzymywale sidwniez w czterdziestej ésmej i siedemdzigsj
drugiej godzinie trwania eksperymentu; byt on wéagrzykrotnie rniszy niz w kontroli
(Ryc. 8A).

Nieznaczne zmiany w ekspresji zaobserwowano réwdla izoformy 2 kinazy
ERK (ERK2. Podobnie jakERK1 najwickszy spadek ekspresfERK2 odnotowano
w dwudziestej czwartej godzinie po transfekcji. Waas poziom tej izoformy byt péttora
razy nizszy niz w komorkach nietransfekowanych. W dwudziestej amsyagodzinie po

transfekcji wzgédna ekspresj&RK2 byta na poziomie ekspresji tego genu w kontroli,
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jednak w siedemdziegej drugiej godzinie aktywrig transkrypcyjna genu ponownie

nieznacznie spadta (Ryc. 8B).
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Ryc. 8. Wzgtdny wredniony poziom ekspresji gen@RK1(A) i ERK2(B) przyrownany do ekspresji genu referencyjnelRT w
komoérkach linii OVCAR-3 transfekowanych gene@GB5 i komoérkach kontrolnych (K — komdrki kontrolne,
nietransfekowane; CGB24h — komorki transfekowanen@me po dwudziestu czterech godzinach; CGB48tkemorki
transfekowane oceniane po czterdziesimio godzinach; CGB72h — komorki transfekowane omeaipo siedemdziesiu
dwaoch godzinach).

Analiza ilcsci catkowitego biatka ERK (ERK1/2) przeprowadzonataah western
blot pohczory z ocem densytometryczn pokazata,ze poziom biatka w komodrkach
transfekowanych genei@GB5 nie odzwierciedlat zmian aktywbdo gendw kodujcych
kinazz ERK, obserwowanych podczas analiz wykonanych meg@lCR. Nadekspresja
CGB nie miata znagrego wptywu na ilé&¢ biatka ERK izolowanego z badanych
komorek. Co prawda, nieznaczny spadek ekspresji BRKoziomie biatka odnotowano
w dwudziestej czwartej godzinie po transfekcji, ned w czterdziestej Gsmej
i siedemdziestej drugiej godzinie poziom biatek kinazy ERK bydrpwnywalny do tego

odnotowanego w komarkach kontrolnych (Ryc. 9).
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Ryc. 9. Analizowany metad western blot (A) i oceniany densytometrycznie (Bgledny wredniony poziom biatka ERK,
przyréwnany do ekspresji biatka referencyjnego GAPD komoérkach OVCAR-3 (K — komérki kontrolne, nietrsfekowane;
CGB24h — komorki transfekowane oceniane po dwutiziezterech godzinach; CGB48h komdrki transfekowazeniane po
czterdziestu @miu godzinach; CGB72h — komorki transfekowane cmeaipo siedemdzigsiu dwoch godzinach).

4.3.2. Ocena wplywu nadekspresjCGB na poziom kinazy AKT w komadrkach linii
OVCAR-3

Analizy prowadzone metadgPCR dowiodty,ze komorki OVCAR-3 poddawane
transfekcji genem kodagym podjednostk beta CG charakteryzowat spadek ekspres;i
gendw kodujcych trzy izoformy kinazy AKTAKT1, AKT2 AKT3
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W dwudziestej czwartej godzinie po transfekcji ekspp genlAKT1w komorkach
z nadeskpresjCGB stanowita potow wzglednej ekspresji genu odnotowanej dla préb
kontrolnych. Z kolei w czterdziestej 6smej godzitriwania eksperymentu poziom mRNA
tej izoformy wzrést i byt zbliony do tego odnotowanego dla kontroli. W siedensizie)
drugiej godzinie wzgdna ekspresjdKT1 ponownie ulegta obieniu i byta prawie dwa
razy nisza nk w komorkach kontrolnych (Ryc. 10A).

Gen AKT2 charakteryzowat sinajbardziej wyrang, spagréd badanych izoform
kinazy, zmiag ekspresji w komorkach OVCAR-3 wykazaych nadekspresj CGB.
W dwudziestej czwartej godzinie @doiadczenia odnotowano ponacegokrotny spadek
ekspresji tego genu w poréwnaniu do préb kontrdinydatomiast w czterdziestej 6smej
i siedemdziestej drugiej godzinie poziomAKT2 wzrastat i byt ju tylko dwukrotnie
nizszy niz w kontroli (Ryc. 10B).

Nadekspresja CGB w komodrkach OVCAR-3 zzdna byta rownie ze zmianami
we wzgkdnej ilosci mMRNA izoformy 3 kinazy AKT. W dwudziestej czwajtgodzinie po
transfekcji poziom ekspresji genKT3 spadt niemal dwukrotnie w poréwnaniu do
komorek nietransfekowanych, po czym w czterdziedsej i siedemdziegiej drugiej

godzinie powracat do stanu porownywalnego z koatflc. 10C).
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Ryc. 10. Wzgldny wredniony poziom ekspresji genOAKT1 (A) i AKT2 (B) i AKT3 (C) przyréwnany do ekspresji genu
referencyjnego HPRT w komdrkach linii OVCAR-3 tréglowanych genenCGB5 i komérkach kontrolnych oceniany
metody qPCR (K — komérki kontrolne, nietransfekowane; (@B — komérki transfekowane oceniane po dwudziestu
czterech godzinach; CGB48h — komorki transfekowaceniane po czterdziestdnoiu godzinach; CGB72h — komorki
transfekowane oceniane po siedemdz@sidwdch godzinach).
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Analizy przeprowadzone na poziomie biatka pokazadyww komorkach OVCAR-3
poddawanych transfekcji gene@GB5 badanych kinaz pokazatye zmiany ekspresji
gendéw AKT na poziomie transkrypcji przektadagic czgsciowo na ilg¢ catkowitych
biatek AKT. Przez caly czas trwania eksperymentrzigra biatka AKT oceniany metad
western blot (z przeciwciatami rozpozgaymi wszystkie trzy izoformy kinazy) byt niemal

pottora razy niszy niz w kontroli, czyli komorkach niepoddawanych traksje(Ryc. 11).
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Ryc. 11. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie (Bigledny wredniony poziom biatka AKT,
przyréwnany do ekspresji biatka referencyjnego GAPDOv komérkach OVCAR-3 (K — komérki kontrolne,
nietransfekowane; CGB24h — komdrki transfekowanen@mne po dwudziestu czterech godzinach; CGB48hokam
transfekowane oceniane po czterdziesimio godzinach; CGB72h — komorki transfekowane caeaipo siedemdziesiu
dwoéch godzinach)

4.3.3. Ocena wplywu nadekspresjCGB na poziom kinazy ERK w komdrkach linii
SKOV-3

Analiza RNA izolowanego z transfekowanych gen@@B5 komdrek SKOV-3
wykazata, & wzrost poziomu ekspresji podjednostki beta CG azany byt
z ograniczeniem aktywsoi transkrypcyjnej kinaz ERK1 i ERK2 W komorkach
z nadekspresgj CGB odnotowano siedmiokrotny i dwukrotny spadelspe&sji genow,
odpowiednioERK1i ERK2 Obnizona ekspresja tych gendw utrzymywata gizez caty

czas trwania eksperymentu na tym samym poziomie.(R3).
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Ryc 12. Wzgidny wredniony poziom ekspresji gend@RK1(A) i ERK2(B) przyrownany do ekspresji genu referencyjneiRT w
komorkach linii SKOV-3 transfekowanych genddGB5 i komdrkach kontrolnych oceniany metodPCR (K — komorki
kontrolne, nietransfekowane; CGB24h — komdrki tfekewane oceniane po dwudziestu czterech godzin@@B48h —
komorki transfekowane oceniane po czterdziestmio godzinach; CGB72h — komdrki transfekowane omeai po
siedemdziestiu dwoch godzinach).
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Mimo zmian w ilgdci mRNA efekt obnienia ekspresji genow kodugjych
poszczegolne izoform¥ERK nie byt zauwaalny na poziomie biatka. Analiza poziomu
biatka izolowanego z transfekowanych komérek SKOpeRBazataze nadekspresja CGB
nie ma znacxego wptywu na il& catkowitego biatka kinazy ERK. DwadZ®a cztery
godziny po transfekcji poziom bialek ERK w komorkaz nadekspresj CGB byt
poréwnywalny do kontroli. W czterdziestej 6smej gimie trwania eksperymentu
odnotowano spadek poziomu biatka ERK o pthzech w stosunku do kontroli, jednak
siedemdziegt dwie godziny po transfekcji znowu egingt poziom poréwnywalny dla

komodrek nietransfekowanych (Ryc. 13).

ERK/GAPDH
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Ryc. 13. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie (Bigledny wsredniony poziom biatka ERK,
przyrownany do ekspresji biatka referencyjnego GAPR komérkach SKOV-3 (K — komorki kontrolne, niatsfekowane;
CGB24h — komorki transfekowane oceniane po dwutlziesterech godzinach; CGB48h komorki transfekowareniane
po czterdziestudmiu godzinach; CGB72h — komorki transfekowane cmeaipo siedemdziesiu dwoch godzinach).
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4.3.4. Ocena wplywu nadekspresjCGB na poziom kinazy AKT w komadrkach linii
SKOV-3

W wyniku analizy poziomu ekspresji kinazy AKT wylkam,ze w komadrkach linii
SKOV-3 z nadekspresjCGB5 dochodzi do zmian w aktywda gendw kodujcych

poszczegolne izoformy kinazy.

W dwudziestej czwartej godzinie po transfekcji wrgla ekspresja gendKT1
spadta ponad trzykrotnie w porownaniu do KkontroWV czterdziestej Osmej
i siedemdzieste] drugiej godzinie trwania eksperymentu odnotowvatalszy picio-

i siedmiokrotny spadek ekspresji tego genu (Ry&)14

Analiza ekspresji genu kodigego izoformg 2 kinazy AKT wykazata nieznaczny
wzrost ekspresji gendKT2w dwudziestej czwartej godzinie od wprowadzeniastarktu
do komorek. Z kolei w czterdziestej 6smej i siedeieshtej drugiej godzinie po
transfekcji komorki z nadeksprgsiCGB charakteryzowat czterokrotniezgiy poziom
AKT2niz w komérkach kontrolnych (Ryc. 14C).
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Padsrod badanych w komoérkach SKOV-3 izoform kinaz jegiyngenem, ktérego
ekspresja wyrmie wzrosta pod wptywem nadekspresji CGB i utrzymajavsé na
wysokim poziomie podczas trwania eksperymentu Bdforma 3 kinazyAKT. Srednia
wzgledna ekspresjaAKT3 w komorkach transfekowanych w dwudziestej czwartej
i czterdziestej 6smej godzinie eksperymentu utrayatg s¢ na dwukrotnie wgszym
poziomie nk w komorkach nietransfekowanych, a w siedemdziejsdrugiej godzinie po

transfekcji byta blisko trzykrotnie wgza w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 14C).
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Ryc. 14. Wzgldny wredniony poziom ekspresji gendWKT1 (A) i AKT2 (B) i AKT3 (C) przyréwnany do ekspresji genu
referencyjnego HPRT w komorkach liniit SKOV-3 tragigbwanych gener@GB5i komérkach kontrolnych oceniany metod
gPCR (K — komorki kontrolne, nietransfekowane; C@B2- komorki transfekowane oceniane po dwudziegterech
godzinach; CGB48h — komdrki transfekowane ocenigoe czterdziestu $miu godzinach; CGB72h — komdrki
transfekowane oceniane po siedemdz@sidwdch godzinach).

Analiza ekspresji kinazy AKT na poziomie biatka gprowadzona metadvestern
blot pohczona z ocendensytometrycznwykazata zmiany w iléci biatek kinazy AKT
w komoérkach SKOV-3 2z nadeksprgsjgenu CGB5 Zaobserwowano,ze o ile
w dwudziestej czwartej godzinie po transfekcji poazi byt bliski poziomu tego biatka
w komorkach kontrolnych, to w czterdziestej 6smejiedemdziesiej drugiej godzinie

trwania déwiadczenia spadt on dwukrotnie (Ryc. 15).
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Ryc. 15. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie (Bigledny wredniony poziom biatka AKT,
przyrownany do ekspresji biatka referencyjnego GAPD komérkach SKOV-3 (K — komorki kontrolne, niatsfekowane;
CGB24h — komorki transfekowane oceniane po dwutlziesterech godzinach; CGB48h komorki transfekowateniane
po czterdziestugmiu godzinach; CGB72h — komérki transfekowane omeaipo siedemdziesiu dwoch godzinach).

4.4. Ocena wptywu nadekspresjCGB na biologie komoérek OVCAR-3 i SKOV-3

Wplyw nadekspresji podjednostki beta gonadotrogingmowkowej na biologi
komédrek nowotworowych linii OVCAR-3 i SKOV-3 badanpoprzez analiz cyklu
komorkowego metag cytometrii przeptywowej, tempa wzrostu komorek ypnazyciu
systemu XCELLigence, obserwaanikroskopow cech morfologicznych typowych dla
apoptozy i nekrozy, takich jak odpowiednio: kondema i fragmentacja chromatyny czy
przerwanie c¢jgtosci btony komorkowej, a tatle ocem ekspresji markera proliferaciji

MKI67 oraz genow regulagych proces apoptozfIRC5, BCL2 BAX

4.4.1. Ocena wptywu nadekspresfCGB na cykl zyciowy komorek linii OVCAR-3

Analiza komorek OVCAR-3 wykazagych nadekspresjCGB przeprowadzona
metody cytometrii przeptywowej wykazata zmiany w poszazegch fazach cyklu
komorkowego. Po dwudziestu czterech, czterdziestmiw i siedemdziegtiu dwoch
godzinach po wprowadzeniu ger@GB5 do komorek, zaobserwowano ¢kszy niz
w kontroli odsetek komérek znajdigiych s¢ w fazie S cyklu komoérkowego. Najgkszy,
bo dwukrotny wzrost liczby komorek w fazie S, odmweano czterdziei osiem godzin od
momentu po transfekcji, natomiast w dwudzieste] aitey i siedemdziegiej drugiej
godzinie po transfekcji wzrost ten byt péttora ravigkszy niz w komorkach kontrolnych.

Komorki transfekowane w czterdziestej 0smej i siedeiesgtej drugiej godzinie
po transfekcji charakteryzowaly ¢siponadto nieznacznym wzrostem liczby komorek
bedacych w fazie G2/M.

Mniejszg liczbe komorek transfekowanych w poréwnaniu do kontromyc
zaobserwowano natomiast w fazie GO/G1 cyklu, przynt najwekszy spadek liczby
komoérek w tej fazie — pottora razyzsey niz w kontroli dotyczyt komoérek dwadZeia

cztery godziny po transfekcji (Ryc. 16).

61



Co wiecej, zmienit s¢ rowniez odsetek komérek podlegaych procesom
apoptotycznym. Cho pocatkowo w dwudziestej czwartej godzinie po transfekcj
odnotowano piciokrotny wzrost liczby komérek apoptotycznychwazterdziestej 6smej
liczba tych komorek byta dwukrotnieasiza nk w komorkach kontrolnych.
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Ryc. 16. Procentowy udziat poszczegodlnych faz wydmorkowego w komérkach OVCAR-3 kontrolnych (Kjransfekowanych
genem CGB5 (CGB) analizowanych metadcytometrii przeptywowej dwadzieia cztery (A), czterdziei osiem (B)
i siedemdziesit dwie godziny po transfekcji (C).

4.4.2. Ocena wptywu nadekspresfCGB na przyrost liczby komaérek linii OVCAR-3

Analize tempa wzrostu komorek OVCAR-3 transfekowanych gen€GB5
prowadzono z wykorzystaniem systemu XCELLigencewadapcego na monitorowanie
wzrostu komoérek w czasie rzeczywistym. Pomiary @dmzone w sposob gty przez
siedemdziegt dwie godziny pokazaty,ze komorki transfekowane charakteryzuje
nieznaczne zwkszenie tempa wzrostu w poréwnaniu do komorek rmldpaych
transfekcji. Przyrost liczby transfekowanych konkote# odpowiednio 1,2 razy wgzy
w dwudziestej czwartej i siedemdzigsj drugiej godzinie po transfekcji i 1,1 razy igye
w czterdziestej 0smej godzinie po transfekcjiz nen obserwowany w komorkach
kontrolnych (Ryc. 17).
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Ryc. 17.Sredni przyrost komérek lini OVCAR-3 mierzony prayyciu aparatu xCELLigence (A) i przedstawiony za pom
histogramu (0Oh — komorki w chwili transfekcji; 24hkomorki transfekowane oceniane po dwudziestureektegodzinach;
48h — komorki transfekowane oceniane po cztedziestniu godzinach; 72h — komdrki transfekowane ocenigoe
siedemdziestiu dwéch godzinach; K — komorki kontrolne, niestekowane, CGB — komorki transfekowane genem
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4.4.3. Ocena wplywu nadekspresjiCGB na apoptoz i nekroze komorek linii

OVCAR-3

Barwienie komérek OVCAR-3 transfekowanych gen€@B5 mieszanig jodku
propidionowego i barwnika Hoechsta 33342 pozwoli@ zobrazowanie zmian
morfologicznych charakteryzagych proces apoptozy, takich jak kondensacja
i fragmentacja chromatyny, (zabarwienigdripa na niebiesko — Hoechst 33342) oraz
nekrozy — utrata egtosci btony komorkowej, brak zmian w kondensacji chedymy
(zabarwienie gdra na czerwono jodkiem propidionowym). Badanie pokazato,
iz w transfekowanych komoérkach nie dochodzi do znvaliczbie komoérek ulegagych
apoptozie i nekrozie w porownaniu do komérek kdntroh (Ryc. 18). Procent komorek
apoptotycznych i nekrotycznych zaréwno w komorkadransfekowanych jak

i niepoddanych transfekcji byt taki sam i wahgtad 1 do 3%.

(A) - (B)-

Ryc. 18. Komorki OVCAR-3 grupy kontrolnej (A) or&ansfekowne genem CGB5 (B) wybarwione mieszajodku propidionowego
i Hoechst 33342; czas inkubacji 72h. Oryginalne igkszenie 200x.
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4.4.4. Ocena wplywu nadekspresjiCGB na poziom ekspresji genu markera
proliferacji MKI67 i genow kodugcych czynniki regulujace apoptoz
komorek: BCL2, BAX i BIRC5 w komaorkach linii OVCAR-3
Ocena poziomu ekspresji markera proliferacji MKkgchnikh PCR pokazata,zi

wzgledna ekspresja jego genu w komoérkach OVCAR-3 z reutelsy CGB jest ponad

pottora razy nisza nk komorkach kontrolnych w dwudziestej czwartej ide@mdziesitej
drugiej godzinie po transfekcji. W czterdziestejn@s godzinie poziom ekspresyiKI67

byt identyczny z kontral (Ryc. 19).
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Ryc. 19. Wzgidny usredniony poziom ekspresji gelKI67 przyréwnany do ekspresji genu referencyjnego HRRmorkach linii
OVCAR-3 transfekowanych gene®@GBS5 i komdrkach kontrolnych oznaczony mejodPCR (K — komorki kontrolne,
nietransfekowane; CGB24h — komorki transfekowanen@ne po dwudziestu czterech godzinach; CGB48tkemorki
transfekowane oceniane po czterdziestmnio godzinach; CGB72h — komorki transfekowane omeeipo siedemdziesiu
dwéch godzinach).

Pomiar ekspresji gendw czynnikOw zaammgaanych w regulagj proceséw
apoptozyBCL2 i BAX pokazat, # nadekspresja podjednostki beta CG wplywa na znian
ekspres;ji tych gendw.

W miar trwania eksperymentu ekspresja geB@L2 w komdrkach poddanych
transfekcji genemCGB5 malata. Dwadzigia cztery godziny po transfekcji poziom
transkryptowBCL2 w komdérkach OVCAR-3 z nadeksprgsfGB byt dwukrotnie niszy
niz w komorkach kontrolnych, natomiast czterdzieosiem i siedemdziegidwie godziny
po podaniu plazmidu byt odpowiednio trzy- i¢@okrotnie niszy niz w kontroli
(Ryc. 20A).

Nieco mniejsze zmiany odnotowano dla poziomu elsggprggenu BAX
W komérkach OVCAR-3 dwadzeia cztery godziny po transfekcji poziom ekspr&jixX
byt dwukrotnie nkszy niz w kontroli. Z kolei w czterdziestej 6smej godzirtievania
doswiadczenia wzrost i byt bliski poziomu kontrolnegtV siedemdziestej drugiej
godzinie odnotowano kolejny péttorakrotny spadekipmu ekspresji BAX w poréwnaniu
do komorek kontrolnych (Ryc. 20B).

Uwzgledniagc fakt, iz elementem kluczowym dla wéeja komorki na drog
apoptozy uwza st ilosciowy stosunek ekspresji BCL/BAX [Yoon i Roh 201&e la
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Torre 1 wsp. 2007], w niniejszej pracy analizeddano réwnig iloraz aktywndci obu
genow. Dowiedziono,zi mimo nieznacznego wzrostu w dwudziestej czwartgjzqie
po transfekcji, w kolejnych godzinach&dadczenia stosunek ekspresji genB@L2ZBAX
maleje. W czterdziestej Osmej godzinie eksperymeityt ponad dwukrotnie,
a w siedemdziegiej drugiej godzinie trzykrotnie #6zy niz  w komdrkach

nietransfekowanych (Ryc. 20C).
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Ryc. 20. Wzgidny wsredniony poziom ekspresji gen®CL2 (A) i BAX (B) przyréwnany do ekspresji genu referencyjneRAl w
komorkach linii OVCAR-3 transfekowanych genddGB5i komérkach kontrolnych oznaczony mejogPCR i stosunek
ekspresji tych genow (C); (K — komorki kontrolnéetransfekowane; CGB24h — komoérki transfekowanenizecee po
dwudziestu czterech godzinach; CGB48h — komdsddagfekowane oceniane po czterdziestmio godzinach; CGB72h —
komorki transfekowane oceniane po siedemdgasidwoch godzinach).

Trzeci spdérod analizowanych czynnikdéw regugych apoptog — surwiwina,
mimo niewielkiego spadku ekspresji w dwudziesteyvartej godzinie po transfekcji
w kolejnych ocenianych punktach pomiarowych ekspemytu nasilata swejekspres;.
Czterdziéci osiem godzin po wprowadzeniu konstruktu z gel®@&B5 do komorek linii
OVCAR-3 ekspresja kodggego surwiwig genuBIRC5byta na tym samym poziomie co
w komorkach kontrolnych, natomiast po siedemdzasi dwoch godzinach byta blisko

pottora razy wysza od kontroli (Ryc. 21).
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Ryc. 21. Wzgldny wredniony poziom ekspresji geIRC5przyrownany do ekspresji genu referencyjnego HRR@markach linii
OVCAR-3 transfekowanych gene@GB5 i komorkach kontrolnych oceniany megpodiPCR (K — komérki kontrolne,
nietransfekowane; CGB24h — komorki transfekowanen@ne po dwudziestu czterech godzinach; CGB48tkemorki
transfekowane oceniane po czterdziesimio godzinach; CGB72h — komorki transfekowane omeaipo siedemdziesiu
dwéch godzinach).

4.4.5. Ocena wptywu nadekspresfCGB na cykl zyciowy komorek linii SKOV-3

Analiza cyklu zyciowego komoérek linii SKOV-3 poddanych transfekgénem
CGB5 wykazata,ze nadekspresja podjednostki beta CG w tych komérksmvoduje
zmiany w udziale poszczegolnych faz cyklu, w poramnin do komorek kontrolnych.

Przez caly czas trwania eksperymentu komorki z siqitesy CGB cechowat
dwukrotny wzrost liczby komorek transfekowanych jdogcych s¢é w fazie S cyklu
komédrkowego.

Mimo, iz w dwudziestej czwartej i siedemdzigsj drugiej godzinie po transfekcji
liczba komorek poddanych transfekcjigdacych w fazie G2/M byta zbibna do tego
obserwowanego w komorkach kontrolnych, to w cziestej 6smej godzinie
zaobserwowano tymczasowy dwukrotny wzrost liczlmhtiomorek.

Z kolei jedynie nieznaczne zmiany odnotowano w aldzprocentowym komérek
transfekowanych daacych w fazie GO/G1. W dwudziestej czwartej i cziedtej 0smej
godzinie po transfekcji liczba komorek w fazie GO/&vadtasrednio 1,2 razy, natomiast
w siedemdziegtej drugiej godzinie 1,1 razy.

Istotne zmiany zanotowano w liczbie transfekowankomorek znajducych se
w fazie apoptozy. W dwudziestej czwartej i czteedj 6smej godzinie po transfekcji
liczba transfekowanych komérek apoptotycznych warogslwukrotnie, natomiast

siedemdziegt dwie godziny po transfekcji niemal se@krotnie (Ryc. 22).
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Ryc. 22. Procentowy udziat poszczegoéinych faz cWdmorkowego w komérkach SKOV-3 kontrolnych (Kyansfekowanych genem
CGB5(CGB) analizowanych metgatytometrii przeptywowej dwadzeia cztery (A), czterdzigi osiem (B) i siedemdziegi
dwie godziny po transfekcji (C).

4.4.6. Ocena wptywu nadekspresfCGB na przyrost liczby komaorek linii SKOV-3

Przyrost liczby komdrek monitorowany byt na podseavwmian impedancji
z zastosowaniem systemu xCELLigence przez siedasgizidwie godziny. Analiza
otrzymanych wynikéw pokazataze poddane transfekcji gene@GB5 komorki linii
SKOV-3 charakteryzowaly i nieznacznie szybszym tempem wzrostuz ni
nietransfekowane komorki kontrolne. Dwadzi@ cztery i czterdziei osiem godzin po
transfekcji tempo wzrostu komorek transfekowanycltob 1,1 razy, natomiast

w siedemdziestej drugiej godzinie 1,2 razy vigze nk komorkach nietransfekowanych

(Ryc. 23).
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Ryc. 23.Sredni przyrost komorek linii SKOV-3 mierzony przyyeiu aparatu xCELLigence (A) i przedstawiony za pagrhistogramu
(B) (Oh — komérki w chwili transfekcji; 24h — konidrtransfekowane oceniane po dwudziestu czterealzigach; 48h —
komorki transfekowane oceniane po cztedziestmiw godzinach; 72h — komérki transfekowane ocenjameiedemdziestiu
dwaoch godzinach).
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4.4.7. Ocena wpltywu nadekspresiCGB na apoptoz i nekroze komaorek linii SKOV-3

Badanie metagd mikroskopowd z zastosowaniem barwnikbw Hoechst 33342
i jodku propidionowego pokazatoz itransfekcja komoérek SKOV-3 gene@GB5 nie
powoduje znacgych zmian liczby komoérek uleggych apoptozie i nekrozie (Ryc. 24).
Zaréwno w komoérkach poddanych transfekcji konseoktkodugcym gen CGBS5, jak
i nietransfekowanych  komorkach  kontrolnych  odsetdkomoérek  wykazujcych
charakterystyczne zmiany morfologii, wskamg na zachodze w nich procesy apoptozy

i nekrozy byt taki sam i nie przekraczat 3%.

(A) (B)

Ryc. 24. Komdrki SKOV-3 grupy kontrolnej (A) oramhsfekowne genem CGB5 (B), wybarwione mieszajodku propidionowego
i Hoechst 33342; czas inkubacji 72h. Oryginalne igkszenie x200.

4.4.8. Ocena wplywu nadekspresjiCGB na poziom ekspresji genu markera
proliferacji MKI67 i gendéw kodugcych czynniki regulujace apoptoz
komorek: BCL2, BAX i BIRC5 w komorkach linii SKOV-3
Badanie wzgldnego poziomu ekspresji markera proliferacji korRoMKI67

metody qPCR pokazatoze poziom aktywnéci genu tego czynnika pod wptywem

nadekspresji CGB ulega obeniu. W dwudziestej czwartej i czterdziestej osgwgzinie
po transfekcji poziom ekspresji geMKI67 byt okoto pottora razy mszy niz w kontroli,

natomiast w siedemdziaej drugiej godzinie spadt czterokrotnie (Ryc. 25).
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Ryc. 25. Wzgidny usredniony poziom ekspresji getKI67 przyrownany do ekspresji genu referencyjnego HRRmorkach linii
SKOV-3 transfekowanych gener@GB5 i komorkach kontrolnych oceniany metodiPCR (K — komérki kontrolne,
nietransfekowane; CGB24h — komorki transfekowanen@ne po dwudziestu czterech godzinach; CGB48homokki
transfekowane oceniane po czterdziesimio godzinach; CGB72h — komorki transfekowane cmeaipo siedemdziesiu
dwdch godzinach).
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Badania ildciowe czynnikow regulacych apoptogz BCL2 i BAX na poziomie
MmRNA wykazatly, ¥ nadekspresja CGB wymie wplywa na zmian aktywndgci
transkrypcyjnej genoBCL2i BAX

Transfekowane genemCGB5 komoérki SKOV-3 charakteryzowaly ¢si
sze&ciokrotnym spadkiem ekspresji geB€L2 w dwudziestej czwartej i siedemdzigsi
drugiej godzinie po transfekcji. Najgkszy spadek poziomu transkryptOBCL2
odnotowano w czterdziestej 6smej godzinie ekspemamekiedy spadt od prawie
dwunastokrotnie w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 26AY przypadku analizy ekspresji
genu BAX pokazata,ze zmiany jego ekspresji w poddanych transfekcji @&dach
SKOV-3 nie byty ju tak znamienne. Dwadz@a cztery i czterdziei osiem godzin po
transfekcji poziomBAX byt trzykrotnie, a siedemdzigsidwie godziny po rozpoeziu
doswiadczenia dwukrotnie sszy niz w komaorkach nietransfekowanych (Ryc. 26B).

Ponadto dowiedzionae w czasie trwania eksperymentu stosunek eksmgesfw
BCL2do BAX(BCL2/BAX) byt kolejno dwukrotnie, czterokrotnietizykrotnie niszy niz
w kontroli, odpowiednio w dwudziestej czwartej, eziziestej 6smej i siedemdzigsj

drugiej godzinie po transfekcji (Ryc. 26C).
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Ryc. 26. Wzgldny uredniony poziom ekspresji gen®CL2 (A) i BAX (B) przyrownany do ekspresji genu referencyjne@RA w
komorkach linii SKOV-3 transfekowanych gend®GB5 i komérkach kontrolnych oznaczony mejodPCR i stosunek
ekspresji tych genow (C); (K — komorki kontrolngetransfekowane; CGB24h — komoérki transfekowanenizcee po
dwudziestu czterech godzinach; CGB48h — komoddagfekowane oceniane po czterdziesimio godzinach; CGB72h —
komorki transfekowane oceniane po siedemdgasidwoch godzinach).

69



Analiza ekspresji czynnika antyapoptotycznego swimy wykazata, * komorki
z nadekspresjCGB cechuje nieznaczny spadek transkrypcji kecego 3 genuBIRCS
O ile w dwudziestej czwartej i czterdziestej 6spajlizinie trwania diwiadczenia poziom
ekspresjiBIRCS5 byt bliski kontroli, to w siedemdziege] drugiej godzinie byt ponad

pottora razy niszy niz w komodrkach niepoddawanych transfekcji (Ryc. 27).
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Ryc. 27. Wzgddny wredniony poziom ekspresji geIRC5 przyrownany do ekspresji genu referencyjnego HRR@markach linii
SKOV-3 transfekowanych gene@GB5 i komoérkach kontrolnych oceniany megpodjPCR (K — komorki kontrolne,
nietransfekowane; CGB24h — komorki transfekowanen@me po dwudziestu czterech godzinach; CGB48tkemorki
transfekowane oceniane po czterdziesmnio godzinach; CGB72h — komorki transfekowane omeaipo siedemdziesiu
dwaoch godzinach).

4.5. Ocena wptywu nadekspresjCGB na aktywacje kinaz AKT i ERK w komoérkach
linii OVCAR-3 i SKOV-3

Stopier aktywacji kinaz AKT i ERK w komorkach linii SKOV-3 OVCAR-3
wykazupcych nadekspresjCGB okrélany byt na podstawie analizy western blot oraz
oceny densytometrycznej otrzymanych wynikow. ¢Paktywnych biatek wykrywano
za pomog przeciwciat skierowanych przeciwko ufosforylowankmazom AKT (p-AKT)
i ERK (p-ERK). Wyniki przyrownywano do poziomu biat metabolizmu podstawowego
GAPDH, a take poziomu catkowitych frakcji kinaz ERK i AKT okilanych dla kadej
préby. Proby te zbierano dwadie cztery, czterdzéei osiem i siedemdziegi dwie

godziny po transfekcji komérek konstruktem zawigegm genCGB&

4.5.1. Aktywacja kinaz ERK w transfekowanych komorlkach linii OVCAR-3

Komorki liniif OVCAR-3 niepoddawane transfekcji gen€GB5 charakteryzowaty
sic obecnécig aktywnych, ufosforylowanych form kinazy ERK. Armdi western blot
i ocena densytometryczna pokazakg pod wpltywem nadekspresji CGB, dwadzia
cztery godziny po transfekcji, frakcja biatek p-ERKormalizowana wzgtem biatka
GAPDH) ulegta zmniejszeniu o jeglczwart w porownaniu do wartei odnotowanej dla
komoérek kontrolnych. Jednak czterdzie osiem i siedemdziegi dwie godziny po
wprowadzeniu konstruktu z genedGB5do komdrek OVCAR-3 pula aktywnych p-ERK
byta blisko pottora razy wksza ni obserwowana w komorkach kontrolnych (Ryc. 28A).
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Podobne wyniki otrzymano, gdy poziom aktywnych ékatERK przyrownany byt
do catkowitego poziomu biatka ERK (Ryc. 28B).
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Ryc. 28. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie (B,wzgkdny wuredniony poziom ufosforylowania
biatka ERK, przyréwnany do ekspresji biatka refesgnego GAPDH (B) i calkowitego biatka ERK (C) w edrkach
OVCAR-3 transfekowanych gene@GB5i komérkach kontrolnych (K — komérki kontrolne etiansfekowane; CGB24h —
komorki transfekowane oceniane po dwudziestu oztergodzinach; CGB48h — komorki transfekowane ocenipo
czterdziestu émiu godzinach; CGB72h — komorki transfekowane caeaipo siedemdzigsiu dwdch godzinach).

4.5.2. Aktywacja kinaz AKT w transfekowanych komorkach linii OVCAR-3

Analiza wynikéw western blot wykazatae komoérki kontrolne linii OVCAR-3,
niepoddawane transfekcji konstruktem zawigrain gen podjednostki beta ludzkiej
gonadotropiny kosméwkowej charakteryzusie obecndcig ufosforylowanych biatek
kinazy AKT.

Wprowadzenie do komorek konstruktu z gen@®B5 w dwudziestej czwartej
godzinie po transfekcji powodowato nieznaczny skggoeziomu frakcji ufosforylowanej
kinazy AKT mierzony wzgldem ekspresji biatka referencyjnego GAPDH. Z kolei
czterdziéci osiem godzin po transfekcji odnotowano dwukrotiwyzrost ilgci
ufosforylowanych biatek kinazy AKT. W siedemdzigsj drugiej godzinie po transfekcji
poziom frakcji p-AKT spadt ponownie i byt trzykrden nizszy niz w komorkach
nietransfekowanych (Ryc. 29A).

Aktywacja kinazy AKT w komorkach OVCAR-3 wykazgych nadekspresiCGB
okreslana wzgédem zmierzonej wcZaiej catkowitej puli biatek AKT miata charakter
zblizony do obserwowanej przy normalizacji wynikow wegm ilas¢i biatka GAPDH.
Dwadzigcia cztery godziny po transfekcji poziom ufosfomybmych biatek AKT byt na
tym samym poziomie co w komodrkach nietransfekowany®/ czterdziestej 6smej

godzinie po transfekcji poziom ufosforylowanego tkaéa wzrdst trzykrotnie, jednak
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w siedemdziegiej drugiej godzinie eksperymentu pula p-AKT staiawaledwie potow

frakcji aktywowanych biatek AKT odnotowanej dlarkmli (Ryc. 29B).
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Ryc. 29. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie (B,wzgkdny wredniony poziom ufosforylowania
biatka AKT, przyréwnany do ekspresji biatka referginego GAPDH (B) i catkowitego biatka AKT (C) w kwdrkach
OVCAR-3 transfekowanych gene@GB5i komdrkach kontrolnych (K — komérki kontrolne etiansfekowane; CGB24h —
komorki transfekowane oceniane po dwudziestu oztergodzinach; CGB48h — komorki transfekowane ocenipo
czterdziestu @miu godzinach; CGB72h — komorki transfekowane caeaipo siedemdzigsiu dwdch godzinach).

4.5.3. Aktywacja kinazy ERK w transfekowanych komékach linii SKOV-3

Przeprowadzone badania wykazatg, nietransfekowane komorki linii SKOV-3
charakteryzuj sie obecnécia ufosforylowanych biatek ERK. Nadekspresja podjextkio
beta CG w tych komérkach wptywata jednak na aktyw&mazy ERK, objawiajca sie
wzrostem stopnia ufosforylowania kinaz ERK.

Pomiary densytometryczne poziomu tych biatek nomoalanego wzgldem
poziomu ekspresji referencyjnego biatka GAPDH pakaz ze najwyszy poziom
ufosforylowanych kinaz ERK w komdrkach z nadekspredserwuje si w dwudziestej
czwartej godzinie po transfekcji komorek gen€@®B5 Poziom aktywnych ERK byt
wowczas pottora razy wgzy niz odnotowany dla kontroli. W kolejnych monitorowahyc
godzinach eksperymentu — czterdziestej 6smej iesielziesitej drugiej wzgédna ilas¢
aktywnych biatek kinazy ERK byta na poziomie kofit(yc. 30A).

Podobny wzér aktywacji kinazy ERK otrzymano przyrmalizacji wynikow
western blot wzgldem catkowitej frakcji kinazy ERK. Dla tego sposolaunalizy
najwigckszy udziat ufosforylowanych biatek ERK odnotowawno dwudziestej czwartej
godzinie po transfekcji (Ryc. 30B).

72



K CGB24h CGB48h CGB72h

( ) p-ERK
p-ERK/GAPDH p-ERK/ERK
18 0,25
s 16 ¢ o0
g3 14 s ©
o o
fg 12 82 o1s
25 1 §§ :
£38 0s H
&2 &3 01
20 06 Do
8% 5%
;,g 0.4 g 0,05
0,2
0 0
(B) K CGB24h CGB48h CGB72h (C) K CGB24h CGB48h CGB72h

Ryc. 30. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie (B,wzgkdny wuredniony poziom ufosforylowania
biatka ERK, przyréwnany do ekspresji biatka refesgnego GAPDH (B) i calkowitego biatka ERK (C) w edrkach
SKOV-3 transfekowanych gene@GB5i komdrkach kontrolnych (K — komorki kontrolne etiansfekowane; CGB24h —
komorki transfekowane oceniane po dwudziestu oztergodzinach; CGB48h — komorki transfekowane ocenipo
czterdziestu @miu godzinach; CGB72h — komorki transfekowane caeaipo siedemdzigsiu dwdch godzinach).

4.5.4. Aktywacja kinazy AKT w transfekowanych koméikach linii SKOV-3

Pomiar stopnia ufosforylowania kinazy AKT, przyréany do ekspresji
referencyjnego biatka GAPDH pokaza¥, w komorkach z nadeksprespenu CGB5
dochodzi do aktywacji kinaz. Najwgzy poziom ufosforylowanych biatek AKT
obserwowano po dwudziestu czterech godzinach odsfekcji. Byt on wowczas
picciokrotnie wyszy niz w kontroli. W cztedziestej 6smej i siedemdziesi drugiej
godzinie po transfekcji poziom p-AKT powraca do jpoau zblzonego do aktywnych
AKT w komarkach kontrolnych, niepoddanych transfei®Ryc. 31A).

Poziom fosforylacji kinazy AKT w komorkach SKOV-3 madekspregj CGB
przyréwnany do ekspresji catkowitej puli biatek AKdyt najwyzszy, bo a trzykrotnie
wigkszy niz w komorkach kontrolnych, w dwudziestej czwartepgioie od transfekcji.
Poziom ten stopniowo malat w trakcie trwania ekgpwntu. W czterdziestej 0smej
godzinie od rozpoezxia dawiadczenia byt on dwukrotnie wigzy niz w kontroli,

a w siedemdziesiej drugiej byt bliski poziomowi kontrolnemu (Ry81B).
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Ryc. 31. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie (B,wzgkdny wuredniony poziom ufosforylowania
biatka AKT, przyréwnany do ekspresji biatka referginego GAPDH (B) i catkowitego biatka AKT (C) w kwdrkach
SKOV-3 transfekowanych gene@GB5i komdrkach kontrolnych (K — komorki kontrolne etiansfekowane; CGB24h —
komorki transfekowane oceniane po dwudziestu oztergodzinach; CGB48h — komorki transfekowane ocenipo
czterdziestu émiu godzinach; CGB72h — komorki transfekowane cmeaipo siedemdziesiu dwdch godzinach).

4.6. Ocena aktywaciji kinaz ERK i AKT w komérkach linii OVCAR-3 i SKOV-3 pod
wplywem inkubacji komoérek z rekombinowang podjednostka beta
gonadotropiny kosmowkowe]

Aby ocent mazliwos¢ aktywacji kinaz ERK i AKT pod wpltywem stymulacijrzez
egzogena podjednostk beta CG, komorki linii SKOV-3 i OVCAR-3 hodowanozez
dwadzidécia cztery godziny w medium pozbawionym surowicyaatpnie inkubowano z
rekombinowanym biatkiem podjednostki beta gonagotry kosméwkowej (rCGB).
Stymulowane komorki analizowano pog@i, pietnastu i trzydziestu minutach inkubacji
z egzogenp rCGB wprowadzop do medium. Ze wzgtu na fakt, 2 przy tak
krotkotrwatej stymulacji poziom catkowitych bialekKT i ERK nie ulega zmianom,
stopier fosforylacji kinaz AKT i ERK oceniany metgdwestern blot normalizowano
wzgledem poziomu biatka referencyjnego GAPDH.

4.6.1. Wplyw rCGB na aktywacg kinazy ERK w komdrkach linii OVCAR-3

Wyniki  analiz  przeprowadzonych  metpd western blot pokazyj
ze peciominutowa inkubacja komorek z rCGB wywotuje dwotkry wzrost frakcji
ufosforylowanych biatek ERK w komorkach linii OVCAR Maksimum aktywngci
kinaz odnotowano pinascie minut po dodaniu rCGB do medium hodowlanegopi&f
fosforylacji byt woOwczas niemal trzykrotnie wszy niz komorkach kontrolnych,
niepoddawanych stymulacji. Po trzydziestu minutagimulacji obserwowano niewielki
spadek ufosforylowania kinazy ERK, jednak poziorBRK byt nadal wysoki i stanowit

dwukrotna¢ poziomu kontrolnego (Ryc. 32).
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Ryc. 32. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie \&pledny wredniony poziom ufosforylowania biatka
ERK, przyréwnany do ekspresji biatka referencyjné@PDH w komdrkach OVCAR-3poddawanych stymulacjiG
i komorkach kontrolnych (K — komorki kontrolne, sfgmulowane; rCGB5min — komorki stymulowane przég pminut;
rCGB15min — komorki stymulowane przezitpiascie minut; rCGB30min — komdrki stymulowane przez/tzigici minut).

4.6.2. Wplyw rCGB na aktywacg kinazy AKT w komérkach linii OVCAR-3

Analiza aktywaciji kinazy biatkowej AKT w komorkaddVCAR-3 stymulowanych
przez rekombinowane biatka podjednostki beta hotmeozpuszczone w medium
hodowlanym wykazata,zi w obecnéci rCGB w badanych komorkach dochodzi do
wzrostu poziomu ufosforylowanych AKT. dpo peciu minutach od momentu stymulacji
rCGB poziom biatek p-AKT byt prawie trzykrotnie wszy niz w komorkach kontrolnych.
W pietnastej i trzydziestej minucie od rozpecia eksperymentu odnotowano natomiast
dalszy, czterokrotny wzrost aktywacji AKT, w poréamu do poziomu aktywnych kinaz

w komorkach kontrolnych — nieinkubowanych z rCGB/¢R33).
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Ryc 33. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie W&pledny wredniony poziom ufosforylowania biatka
AKT, przyréwnany do ekspresji biatka referencyjneG@APDH w komérkach OVCAR-3poddawanych stymulacjiGi
i komérkach kontrolnych (K — komérki kontrolne, sfgmulowane; rCGB5min — komérki stymulowane przeég pminut;
rCGB15min — komorki stymulowane przeztpiascie minut; rCGB30min — komérki stymulowane przezytizigci minut).

4.6.3. Wplyw rCGB na aktywacg kinazy ERK w komérkach linii SKOV-3

Komorki linii SKOV-3 stymulowane rekombinowanCGB charakteryzowata
aktywacja kinaz. Po ptiu minutach inkubacji komorek SKOV-3 z rCGB zaalsmvano
prawie dwukrotny wzrost puli fosforylowanych biat&®RK, mierzony wzgidem biatka

referencyjnego  GAPDH. Poziom p-ERK wzrastat w kayeh minutach trwania
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eksperymentu takze w pktnastej i trzydzieste] minucie dwukrotnie przekngcgoziom

odnotowany w komorkach niestymulowanych (Ryc. 34).

p-ERK/GAPDH

1.4
s 1,2
1CGB 1CGB 1CGB 82 os
K Smin 15min 30min EE 06
33 .
Ne 04
FET . c— — — .
A Pt e 0

A) GAPDH " ~ ~ “ (B) rCGB5min rCGB15min rCGB30min

Ryc 34. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie {&pledny wredniony poziom ufosforylowania biatka
ERK, przyrownany do ekspresji biatka referencyjneG®APDH w komérkach SKOV-3 (K — komérki kontrolne,
niestymulowane; rCGB5min — komérki stymulowane prpe¢ minut; rCGB15min — komorki stymulowane przeztpécie
minut; rCGB30min — komdrki stymulowane przez trzgdei minut).

4.6.4. Wplyw rCGB na aktywacg kinazy AKT w komarkach linii SKOV-3

Stymulacja komérek SKOV-3 przez rCGB prowadzitaakbywacji kinazy AKT.
Analiza western blot i ocena densytometryczna paligaze w obecnéci rCGB poziom
ufosforylowania AKT rénie proporcjonalnie do czasu inkubacji z rCGB. Ngagjszy
stopier aktywacji AKT zaobserwowano trzydzm minut po podaniu rekombinowanego
bialka CGB i byt on ponad poittora razy ¢kszy niz w komorkach niepoddawanych
stymulacji (Ryc. 35).
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Ryc. 35. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie \&pledny wuredniony poziom ufosforylowania biatka
AKT, przyrébwnany do ekspresji biatka referencyjne@APDH, w komérkach SKOV-3; K — komérki kontrolne,
niestymulowane przez rCGB; rCGB5min — komérki styomane rCGB pi¢ minut; rCGB15min — komorki stymulowane
rCGB pictnascie minut; rCGB30min — komorki stymulowane rCGBytiziesci minut.
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4.7. Ocena aktywacji kinaz ERK i AKT w komérkach liniit OVCAR-3 i SKOV-3 pod
wptywem rekombinowanej podjednostki beta CG w obecoici inhibitorow
kinaz MEK (U0126) i PI3K (LY294002)

4.7.1. Stymulacja komoérek linii OVCAR-3 rCGB z zabbkowaniem kinazy MEK

Aby potwierdzé specyficzné¢ aktywacji kinaz ERK zaobserwowanej pod
wplywem CGB i wykazé czy zmiany fosforylacji tej kinazy w komorkach
stymulowanych przez rCGB zachaddzicki aktywnasci kinazy wy.szgo rzdu — MEK,

w badaniach zastosowano inhibitor tej kinazy — U812

Badanie western blot pokazatee w komdérkach OVCAR-3 w obecém U0126
rCGB nie prowadzi do zwkszenia ufosforylowanej puli biatka kinazy ERK. Rom
aktywnych kinaz ERK w komoérkach hodowanych w obéchmhibitora i inkubowanych
z rCGB byt niszy niz w komérkach niestymulowanych niemal pottorakrotpee piciu
i pigtnastu minutach aktywacji i dwukrotniezezy po trzydziestu mintutach w poréwnaiu
do komoérek kontrolnych (z zablokowgarkinazz MEK, ale niestymulowanych przez
rCGB) (Ryc. 36).
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Ryc. 36. Analizowany metadvestern blot (A) i oceniany densytometrycznie \&pledny wredniony poziom ufosforylowania biatka
ERK, przyréwnany do ekspresji biatka referencyjn&@&PDH, w komérkach OVCAR-3 inkubowanych z inhisém U0126;
KU — komorki kontrolne, niestymulowane przez rCGBCGB5min — komérki stymulowane rCGBgpiminut; UrCGB15min
— komorki stymulowane rCGB gihascie minut; UrCGB30min — komorki stymulowane rCGByuiziesci minut.

wzgledny poziom
ufosforylowania bialka

4.7.2. Stymulacja komérek linii OVCAR-3 rCGB z zabbkowaniem kinazy PI3K

Celem sprawdzenia, czy obserwowany pod wptywem C&Bkt wzrostu
fosforylacji AKT w komodrkach OVCAR-3 jest skutkienmdukcji szlaku 3-kinazy
fosfatydyloinozytolu i kinazy PI3K zastosowano sgfezny inhibitor tej kinazy —
LY294002. Komoérki przed stymulacfCGB inkubowano godzinw obecnéci inhibitora.
Wykonana nagpnie analiza western blot wykazata, w komorkach OVCAR-3, ktore
stymulowano rCGB w obecia inhibitora nie dochodzi do wzrostu fosforylagjnazy
AKT. Odnotowano natomiast ponad dwukrotny spadelprea ufosforylowania biatka
AKT w komorkach z zablokowarkinaz PI3K pod wptywem rCGB (Ryc. 37).
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Ryc. 37. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie \&pledny wredniony poziom ufosforylowania biatka
AKT, przyrownany do ekspresji biatka referencyjneG®PDH, w komérkach OVCAR-3 inkubowanych z inhilvgém
LY294002; KLY — komdrki kontrolne, niestymulowanezpz rCGB; LYrCGB5min — komérki stymulowane rCGR@minut;
LYrCGB15min — komorki stymulowane rCGBgpmascie minut; LYrCGB30min — komorki stymulowane rCGEytdzigci
minut.

4.7.3. Stymulacja komoérek linii SKOV-3 rCGB z zabl&kowaniem kinazy MEK

Zastosowanie inhibitora kinazy MEK fosforydepej ERK, powodowato
zablokowanie efektu aktywacji szklaku kinaz MAP ukdwanego przez obec§to
w medium komorek SKOV-3 rekombinowanego biatka CGBprawdzie zastosowanie
inhibitora powodowato dwukrotny spadeksitd ufosforylowanego biatka AKT pé minut
po podaniu do medium rCGB, jednaktpigcie i trzydziéci minut po podaniu rCGB do
medium hodowlanego poziom p-ERK w komérkach byt tamn jak w kontroli (Ryc. 38).
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Ryc. 38. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie \{&pledny wredniony poziom ufosforylowania biatka
ERK, przyrownany do ekspres;ji biatka referencyjn&®PDH, w komérkach SKOV-3 inkubowanych z inhibéor U0126;
KU — komorki kontrolne, niestymulowane przez rCGBCGB5min — komérki stymulowane rCGBgpiminut; UrCGB15min
— komorki stymulowane rCGB ghascie minut; UrCGB30min — komorki stymulowane rCGBymiziesci minut.

4.7.4. Stymulacja komoérek linii SKOV-3 rCGB z zabl&kowaniem kinazy PI13K

Eksperymenty przeprowadzone z zastosowaniem spengjo inhibitora kinazy
fosfatydyloinozytolu (PI3K) — LY294002 — wykazalye obserwowana wcgeiej pod
wptywem rCGB fosforylacja kinazy AKT jest zalea od aktywnéci 3-kinazy
fosfatydyloinozytolu. @ycie inhibitora LY294002, blokgge dziatanie kinazy wyszego
rzedu — PI3K, uniemdiwiato w komoérkach SKOV-3 aktywagjbiatka AKT przez rCGB.
Podczas analiz obserwowano nieznaczny spadegki ildosforylowanego biatka AKT,

ktory byt niemal dwukrotny po ptiu minutach stymulacji rCGB i odpowiednio
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1,2i1,3razy rmiszy po pe¢tnhastu i trzydziestu minutach stymulacji komorekGiEe
w obecndci inhibitora LY294002, w porownaniu do komorek stygnulowanych przez
rCGB (Ryc. 39).
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Ryc. 39. Analizowany metadwestern blot (A) i oceniany densytometrycznie \{&pledny wredniony poziom ufosforylowania biatka
AKT, przyréwnany do ekspresji bialka referencyjne@APDH, w komdérkach SKOV-3 inkubowanych z inhibéor
LY294002; KLY — komdrki kontrolne, niestymulowanezpz rCGB; LYrCGB5min — komérki stymulowane rCGR@minut;
LYrCGB15min — komdrki stymulowane rCGBgmascie minut; LYrCGB30min — komorki stymulowane rCGEytdzigci
minut.
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5. Dyskusja

Ekspresja wolnej podjednostki beta gonadotropiognkowkowej w nowotworach
jest fenomenem potwierdzonym dla wielu guzovnego pochodzenia [Cole 2012 a i b;
Cole 2009; lles 2007; Jankowska i wsp. 2008 a; Hkmavsp. 2005; Butler i lles 2004;
Butler i wsp. 1999; Lobel i wsp. 1999]. Przyjmujég,sze podstawowym efektem
biologicznym dziatania CGB w nowotworzeniu jest lpklowanie proceséw apoptozy
w komorkach, co promuje ich wzrost i pozwala nawdjz guza [Butler i wsp. 2000;
Jankowska i wsp. 2008 b]. Postuluje,sie podobnie jak gonadotropina kosmoéwkowa
promuje angiogenezpodczas tworzenia #gska i moduluyyc aktywndé matczynego
ukladu odpornféciowego warunkuje tolerancjimmunologiczg wobec ptodu, rownie
w onkogenezie hormon me peiné podobne funkcje, przyczynigy sk do
neowaskularyzacji i prowade do uniewraliwienia uktadu immunologicznego chorego na
komorki nowotworowe [Bansal i wsp. 2012; Tsampalagsp. 2012; Herr i wsp. 2007].
Mimo licznych badad nad rohy gonadotropiny kosméwkowej oraz jej wolnych
podjednostek w procesie nowotworzenia funkcje idgiczne mechanizmy ich dziatania
s3 nadal nieznane.

Klasyczny model oddziatywania gonadotropiny kosmowgj na komorki zaktada
interakcg hormonu z receptorem wspolnym dla gonadotropingmk@wvkowej i hormonu
luteinizupcego — LHCGR i uruchomieniendciezki sygnalnej zalenej od cyklazy
adenylowej i cCAMP. Co ciekawe, w gxi guzow produkujcych CG nie stwierdza ei
obecndci LHCGR [Jankowska i wsp. 2008 a; Davies i ws@@0

Najnowsze badania nad golgonadotropiny kosmowkowej w angiogenezie
pokazuj, ze hiperglikozylowana CG nie wigzat sig réwniez z receptorem dla
transformugcego czynnika wzrostu beta — TGFBR, co prowadzkigwacji szlaku kinaz
SMAD [Berndt i wsp. 2012]. Niemniej jednak dotychsznie dowiedziono, czy wolna
podjednostka beta hormonu jest zdolgezy¢ si¢ z ktorymkolwiek z tych receptorow
i prowadzé w komdrkach nowotworowych do aktywacji szlakéwsigalniczonych przez
cyklaze adenylowy lub biatka SMAD.

Badania nad steroidogenezdlowodz, ze gonadotropiny mag oddziatywa
na docelowe komorki réwniepoprzez alternatywny mechanizm zmany z aktywagj



kinaz biatkowych ERK i AKT. W ten sposdb gonadoir@p kosméwkowa wptywa na
produkcg sterydow oraz reguluje procesy proliferacji i afp@y komorek Leydiga
w jadrze oraz kontroluje syntezprogesteronu w komorkach ziarnistych i podziaty
komorek zebu jajnika [Palaniappan i Menon 2010; Tai i wspO20Martinelle i wsp.
2004; Dewi i wsp. 2002]. W podobnym mechanizmiedpina reguluje poziom receptora
naskorkowego czynnika wzrostu w jajniku jak réwinggromuje proliferag i migracg
komorek nowotworowych rakéw jajnika [Mertens-Walkevsp. 2010; Choi i wsp. 2009].

Jednak jak dad brak jakichkolwiek danych dokumemrgoych analogiczne
dziatanie wolnej podjednostki beta gonadotropingawotworach. Postulujegize CGB,
wydzielane przez szereg guzow, jest najprawdopddpbjednym z czynnikdw
regulugcych ich proliferagj i apoptoz. Stid celem niniejszych badabylo wykazanie
dziatania CGB na komoérki nowotworowe przez aktywasglakow sygnalnych kinaz
ERK i AKT, stanowjcych kluczowe ogniwa w regulacji proliferacji, znbcowania
i Smierci komorek oraz procesie kancerogenezy [Aksanmet i wsp. 2012; Altomare
i Khaled 2012; de Luca i wsp. 2012; McCubrey i wap07].

W badaniach wykorzystano dwie linie komorkowe rghkmika: OVCAR-3

i SKOV-3, ktore charakteryzaijsic odpowiednio obecrigia i brakiem ekspresji receptora
LHCGR. W celu sprawdzenia movosci aktywacji kinaz ERK i AKT pod wptywem
wolnej podjednostki beta gonadotropiny kosmoéwkowbje linie komérkowe poddane
zostaly transfekcji plazmidem z wklonowanym gen&@GB5 Powodem, dla ktérego
w daswiadczeniach iyto sekwencjiCGBS5 jest fakt, # jest on jednym z najbardziej
aktywnych transkrypcyjnie genéw CGB zarowno wzykku jak i licznych guzach
[Cocquebert i wsp. 2012; Li i wsp. 2008; lles 206iGgtakainen i wsp. 2007; Rull i Laan
2005]. Ze wzgidu na czas niezdny do rozpoczia syntezy i eksportu biatka
podjednostki beta CG kodowanej przez wprowadzonyiskakt, pierwsze analizy
prowadzono po uptywie dwudziestu czterech godzirtradsfekcji, natomiast kolejne po
czterdziestu @miu i siedemdziegtiu dwdch godzinach. Wydajsé transfekcii,
monitorowana za poma@cplazmidu z genem kodigym biatko zielonej fluorescencii
(EGFP), wynositasrednio 30% w komorkach OVCAR-3 i 50% w komdrkachCBk3.
W transfekowanych komoérkach OVCAR-3 pozwolito to iggsa¢ maksymalnie
odpowiednio pi¢ tysiecy, natomiast w komérkach SKOV-3 cztefci@ tysecy razy
wyzszg ekspregj CGB na poziomie RNA, a tale istotne zwikszenie produkcji biatka
CGB w poréwnaniu do komorek kontrolnych niepodddmytcansfekcji. Wykonanie

ilosciowego poréwnania poziomu biatka CGB w komorkaemsfekowanych w stosunku
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do kontroli nie bylo maliwe ze wzgtdu na zbyt niski poziom endogennej CGB
niewykrywalny w pomiarach densytometrycznych.

Analiza komorek linii OVCAR-3 transfekowanych gemeCGB5 wykazata, ze
najwyzszy poziom mRNACGB (pie¢ tysiecy razy wyszy niz w kontroli) wyr&niat
komorki dwadziécia cztery godziny po transfekcji. W tym czasie @aano rownie
najwyzszy poziom biatka CGB. W nagginych godzinach trwania eksperymentu poziom
transkryptowCGB istotnie zmalat, przy czym nadal byt péttora #gsi razy wyszy niz
w kontroli. Poziom biatka CGB w tym czasie byt rGemnnizszy niz dwadzigcia cztery
godziny po transfekcji, jednak zmiany te nie bydk znaczce jak zmiany obserwowane
dla poziomu mRNA badanego genu.

W komoérkach linii SKOV-3 najwisza ekspregy CGB na poziomie mRNA
odnotowano rownie po dwudziestu czterech godzinach po transfek@stjgnie poziom
transkryptow genilCGB malat, jednak nadal byt wgzy niz w komaorkach kontrolnych —
w czterdziestej Osmej godzinie trwania s@@dczenia byt sz€ tysiecy razy,

a siedemdziesie] drugiej dwa tysice razy wyszy niz w kontroli. Z kolei poziom
produkowanego biatka stopniowo rost, a jego napzy poziom w transfekowanych
komorkach SKOV-3 odnotowano siedemdziediwie godziny po transfekciji.

Przypuszczalnie obserwowanezmice medzy tempem i charakterem zmiansito
MRNA i biatka podjednostki beta CG mawigzek z okresem poéitrwania biatka CGB,
ktory jest diiszy niz czaszycia jego mMRNA [Norman i wsp. 2000]. Co ¢eej, badania
nad relacjami nadzy ekspregi mRNA i biatka wybranych genéw pokazupge w wielu
przypadkach poziom mRNA nie koreluje zsibey biatka produkowanego w komadrkach
[Gry i wsp. 2009]. W przypadku CGB fenomen ten zmwlwowano wczmiej
w komorkach cytotrofoblastu, w ktorych zmiany w moaie ekspresji mMRNACGB nie
zawsze wjzaly skt z odpowiednimi zmianami w ifgi syntetyzowanego biatka
podjednostki beta CG [Handschuh i wsp. 2009].

Jak ju wspomniano, linie komérkowe OVCAR-3 i SKOV-3 zdgtavybrane
do déwiadczéh ze wzgédu na odpowiednio potwierdzgn brak ekspresji receptora
LHCGR. O ile podczas prowadzonych badakomorkach SKOV-3 zaréwno kontrolnych
jak i poddanych transfekcji nie wykryto transkrywtd HCGR to w komdérkach linii
OVCAR-3 zaobserwowano zmiany aktyvéoo genu receptora zwaane z nadeksprasj
CGB. Wprowadzenie konstruktu kogdaggo CGB5 do komorek OVCAR-3 wizato sg
bowiem ze znacznym — trzykrotniezezym ni w kontroli, ograniczeniem transkrypcji
genuLHCGR
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Negatywna regulacja ekspresji receptora zacimadzv obecngci gonadotropiny
badania dotyczy ograniczenia ekspresji LHCGR zamwna poziomie mRNA jak i biatka
[Lakkakorpi i wsp. 1993; Hoffmann i wsp. 1991]. ded, o ile w opublikowanych pracach
negatywn regulacg LHCGR obserwowano po wptywem heterodimeru CG,ttago raz
pierwszy pokazano ten fenomen dla wolnej podjedimbsta hormonu.

Podjednostka beta ludzkiej gonadotropiny kosmoéwkotmerzac funkcjonalny
hormon czy st z podjednostk alfa [Pierce i Parsons 1981]. Podczas syntezy twoum
ekspresja poszczegoélnych podjednostek, potranskacypodyfikacje i ich sktadanie
w heterodimer g $cisle kontrolowane i zsynchronizowane [Albanese i WwE@O1; Peters
iwsp. 1984]. By sprawdgj czy obserwowane podczas b&damiany w biologii
tranfekowanych genef@GB5komaorek rzeczywicie byly zwgzane z nadeksprasyvolnej
podjednostki beta hormonu, a nie przez obéci@terodimeru hormonu, wykorzysigj
metod western blot analizowano formy biatka produkowameg transfekowanych
komoérkach OVCAR-3 i SKOV-3. Badanie to wykazale wykryty w ekstraktach
komoérkowych produkt biatkowy, reagugy z przeciwciatami przeciwko CGB, odpowiada
mas wolnej podjednostce beta hormonu (32 kDa) [Butlerlles 2004]. Nie
zaobserwowano natomiast produktow biatkowych o eagowyej 36 kDa
charakterystycznej dla heterodimeru CG [Cole 2@&OMedeiros i Norman 2009; Butler
i lles 2004].

W komorkach wykazupgych nadekspresjCGB zbadano réwniepoziom ekspres;ji
genu podjednostki alfa ludzkiej gonadotropiny kosrkéwej (CGA). Analiza aktywnéci
genu CGA w transfekowanych komoérkach OVCAR-3 pokazata, nadekspresj&GB5
prowadzi do znaeego, dwukrotnego spadku aktywsobgenu kodujcego podjednostk
alfa CG w dwudziestej czwartej i czterdziestej Osngodzinie po transfekciji.
Po siedemdziestiu dwoch godzinach poziom ekspresji CGA powracab d
obserwowanego w komérkach kontrolnych. To samo miadprzeprowadzone na RNA
pochodacym z transfekowanych komorek SKOV-3 — pozbawiong&Bpresji receptora
LHCGR - pokazatoze w tych komérkach w dwudziestej czwartej i cztezdte] dsmej
godzinie po transfekcji poziom ekspresji podjedkiosalfa CG byt zblkzony
do odnotowanego dla komorek kontrolnych, natomiastedemdziegtej drugiej godzinie
byt pottora razy wyszy niz w kontroli. Przeprowadzone w niniejszej pracy badao raz
pierwszy dokumentgj wptyw nadekspresji CGB na poziom ekspresji geGGA

w komorkach nowotworowych.
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Biorac po uwag fakt, iz jeden z podstawowych mechanizméw regidygh
ekspresj CGA jest zaleny od cAMP [Knéfler i wsp. 2000] nimma przypuszcza
ze tymczasowy spadek ekspresji tego genu w transfakgch komdrkach OVCAR-3 byt
Zwigzany z obnieniem poziomu tego drug@dowego nénika informacji. W niniejszej
pracy nie przeprowadzono analizy aktywacji szlakklazy adenylowej i poziomu cAMP
w komérkach OVCAR-3, jednak prawdopodobnym wydaie se dziki obecndci
receptora dla gonadotropiny kosméwkowej w komorkagbh pod wptywem CGB
dochodzi do aktywacji kaskady AC/cAMP/PKA. Spadekkspresji CGA
w transfekowanych komérkach OVCAR-3 dwadzia cztery i czterdziei osiem godzin
po transfekcji mge zatem ttumaczyzaobserwowany tutaj obtny poziom ekspresji
LHCGR Nalery przypuszczé ze nizsza ekspresja LHCGR ogranicza aiwosé
aktywaciji cyklazy adenylowej, a przez to wptywa @kspresj gendéw takich jak CGA,
ktore regulowane gs przez czynniki transkrypcyjne zatee od cAMP. Odnotowany
w siedemdziestej drugiej godzinie po transfekcji komérek OVCARw&rost poziomu
ekspresji CGA, ktory powrécit do poziomu kontrolmegmégt by z kolei efektem
aktywaciji alternatywnych mechanizmow regalyjch ekspregj CGA Hipotez te wydaje
sie potwierdza fakt, iz w tym czasie w komorkach OVCAR-3 nadal utrzymywiatniski
poziom ekspresji LHCGR.

Dodatkowych argumentéw, potwierdzeych maliwos¢ istnienia mechanizmow
regulupcych ekspregj CGA, ktore bytyby niezalsme od stymulacji receptora LHCGR
I aktywacji sciezki AC/cCAMP/PKA dostarczaj wyniki analizy poziomu ekspres{tGA
w transfekowanych gene@GB5 komorkach SKOV-3, ktére charakteryzigic brakiem
ekspresji genuLHCGR W komorkach tych w czasie trwania calego ekspentmn
(dwadzidcia cztery, czterdzéei osiem i siedemdziegi dwie godziny po transfekcji) nie
zaobserwowano bowiem spadku poziomu ekspresji gebGA Co wkcej,
w siedemdziestej drugiej godzinie po transfekcji komérki SKOVz3nadekspresjCGB
charakteryzowat wzrost ioi transkryptow tego genu, w poréwnaniu do komorek
kontrolnych. JednocZemie fakt, & zarébwno w transfekowanych gene@GBS5 liniach
komoérkowych — OVCAR-3 o0 obsonym poziomie LHCGR jak SKOV-3 -
niewykazugcej ekspresji receptora, w tym samym momencie ésmriesit dwie
godziny po transfekcji) nagiit wzrost ekspresji CGA sugerujge w obu typach komérek
mogty zostéa uruchomione zalme od stymulacji CGB szlaki sygnalne regabe

ekspresj genuCGA
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Wyniki wczesniejszych déwiadczéd dokumentujcych rok gonadotropiny
kosmowkowej w procesach nowotworowych dowgdz wyciszenie gendéw kodagych
CGB w liniach nowotworowych, indukuje w nich progg®gramowanejmierci komorki
[Hamada i wsp. 2005, Jankowska i wsp. 2008 b]. Bmnpostuluje si, ze ekspresja CGB
w rakach szyjki macicy koreluje Zeze zmniejszog apoptoz w tkance guza [Li i wsp.
2008]. Dane te sugekryjze obecnét gonadotropiny kosméwkowej produkowanej przez
nowotwory mae chroné komorki przed zainicjowaniem apoptozy, co utiwia wzrost
i rozwQj guza. Z uwagi na doniesienia dokumegdej antyapoptotyczne dziatanie
gonadotropiny kosmowkowej, aby sprawdzv jaki sposdb nadekspresja CGB wptywa na
czynndci zyciowe transfekowanych komoérek OVCAR-3 i SKOV-3 wninjszej pracy
metod, cytometrii przeptywowej poddano analizie cykiciowy tych komorek. Ponadto
sprawdzono, jak nadekspresja CGB wptywa na aktyantvanskrypcyjm genow
zaangaowanych w proces apoptoBCL2i BAX orazBIRCS Czynniki te wybrano, gdy
chat w indukcji sygnatéw odpowiedzialnych zamier¢ komorki bierze udziat wiele
mechanizmdw, to w literaturze tematu szczegdlwag zwraca si ha antyapoptotyczne
biatka z rodzin BCL2 i IAP, hamafe kacowy etap tego procesu, polegaj
na aktywacji kaspaz [Philchenkov 2004; Lareu i wgp03; Kiechle i Zhang 2002;
Degenhardt i wsp. 2002; Wilson i wsp. 2001]. Ccoegj, nadmiera ekspresgj biatek
z tych rodzin, odpowiedziadnza zaburzenie przebiegu apoptozy stwierdzawnsiwielu
nowotworach [Nemoto i wsp. 2004; Tamm i wsp. 2000].

Badanie cykluzyciowego komorek OVCAR-3 i SKOV-3 pokazale w obu
transfekowanych liniach komérkowych zkszenie syntezy CGB wptywato na czydoio
zyciowe komorek, prowade do zmian w poszczegolnych fazach cyklu komorkaweg
Zmianom w transfekowanych komorkach ulegat rowrpeziom ekspresji analizowanych
tu gendwBCL2 BAXi BIRCS

Obie transfekowane gene@GB5linie komorkowe charakteryzowatyestmianami
w liczbie komdrek ulegagych apoptozie. Co wtej, zmiany te wydajsic mie¢ zwigzek
Z ekspregj genuBIRCH kodupcego antyapoptotyczne biatko z rodziny IAP — suriwiy
modulowan w obecnéci CGB.

W transfekowanych komodrkach OVCAR-3 dwadzia cztery godziny po
transfekcji odnotowano za pieciokrotny wzrost liczby komorek apoptotycznych,
w porownaniu do kontroli. Wzrostowi temu towarzysgpadek ekspresBIRCS Jednak
czterdziéci osiem i siedemdziegi dwie godziny po transfekcji komorek apoptotyczmyc

byto juz dwukrotnie mniej i w kontroli. W tym czasie nagiowat z kolei stopniowy
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wzrost ekspresji genu surwiwiny. Maa zatem przypuszozaze nadekspresja CGB
w komoérakch OVCAR-3 chroni je przed apoptom.in. poprzez regulagjaktywngci
surwiwiny. Do tej pory nie wykazano, aby wolna pegthostka beta CG bezpednio
wplywata na ekspresj BIRCS jednak wydaje si to prawdopodobne, zwlaszcza
zwazywszy na doniesienia dokumenjcg stymulag syntezy surwiwiny przez
gonadotropin kosmoéwkowg w komorkach ziarnistych jajnika [Kumazawa i wsp03].

Analiza cykluzyciowego komoérek SKOV-3 transfekowanych genem kgaium
CGB pokazata stopniowy wzrost liczby komorek apogimnych, proporcjonalny do czasu
trwania eksperymentu. O ile dwaddi& cztery godziny po transfekcji odsetek komérek
apoptotycznych byt niewiele whkszy ni w kontroli, to w czterdziestej Osmej
| siedemdzieste] drugiej godzinie byt on odpowiednio dwu- iepiokrotnie wyszy niz
w komorkach  nietransfekowanych.  Znaoemu  wzrostowi  liczby  komoérek
apoptotycznych w czterdziestej 6smej i siedemdgigisdrugiej godzinie po transfekcji
towarzyszytlo wyrane obnienie poziomu ekspresji genBIRCS Otrzymane wyniki
sugeruy, ze obserwowane tu zmiany liczby apoptotycznych ka&koSKOV-3 po
transfekcji genenCGB5 podobnie jak w przypadku komérek OVCAR-3, magwniez
zaleze¢ od poziomu ekspresji genu kodeggo antyapoptotyczne biatko surwiwin

Badania nad nowotworzeniem dowag@dzze wysoki poziom surwiwiny
w komorkach nowotworowych wie st z ich inwazyjnym fenotypem i oporéma na
chemio- i radioterapi a co za tym idzie — gorszym rokowaniem [Jiangpw2013; Rédel
i wsp. 2012; Waligdrska-Stachura i wsp. 2012]. dgikj strony, zablokowanie ekspresji
surwiwiny indukuje apoptazkomoérek guza i sprawiae staj sic bardziej podatne na
leczenie [Ai i wsp. 2006; Guha i wsp. 2009]. ia zatem przypuszozaze obserwowane
W niniejszej pracy zmiany w cyklayciowym komorek poddanych transfek€iGB5
na poziomie apoptozy mgywigzek z ekspregjsurwiwiny zaleéna od nadekspresji CGB.

O ile w komoérkach OVCAR-3 nadekspresja CGB, ktérptywata na wzrost
poziomu surwiwiny, wydaje siwywiera® efekt ochronny przed apoptpzo w komédrkach
SKOV-3 nie obserwowano takiej zatexsci. Przeciwnie, nadekspresja CGB w komorkach
SKOV-3 byla zwijzana ze wzrostem liczby komoérek apoptotycznych, rekid
towarzyszyt stopniowy spadek aktywsco BIRCS Trudno wyttumacz§ zaobserwowane
tu réznice w poziomie ekspresji surwiwiny i podafobna apoptog komorek OVCAR-3
i SKOV-3. Mazna przypuszcza ze wynikap one odpowiednio z ekspresji i braku
receptora LHCGR, a co za tym idzie uruchomieniemnyoh sciezek sygnalnych,

prowadacych do zmian ekspresji genBIRCS5 Cha: aktywna¢ surwiwiny, ktorej
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przypisuje s nie tylko rok bialka hamujcego apoptog ale take czynnika
zaangaowanego w podziaty komorkowe, wydaje: siie by bezpdrednio zalena od
poziomu ekspresji CGB, otrzymane wyniki nie wyklapzjednak,ze procesy te zaie
od syntezy podjednostki hormonu.

Kluczowg rolg w regulacji apoptozy odgrywa tak wewntrzpochodny szlak
zwany mitochondrialnym. Inicjowana przez niego &kdgja kaspaz jest wynikiem
zaburzé potencjatu btonowego i zekszenia przepuszczalkw btony mitochondrialnej,
w nastpstwie ktérych dochodzi do ol i pckania mitochondriéw oraz uwalniania
do cytoplazmy cytochromu c i innych biatek proamtyptznych. Szlak ten kontrolowany
jest przez interakcje pogdzy wewrntrzkomérkowymi pro- (np.: BAX, BAK, BOK,
biatka BH3-only) i antyapoptotycznymi biatkami naleymi gtdwnie do rodziny biatek
BCL2 (np.: BCL2, BCLXL, BCLW, MCL1) [Adams i Cory@07; Elmore 2007; Maddika
I wsp. 2007].

Stad w transfekowanych komorkach linii OVCAR-3 i SKM/analizie poddano
poziom ekspresji genowBCL2 i BAX. Wyniki przeprowadzonych eksperymentow
dowodz, ze w komodrkach OVCAR-3 ekspresja geBAX byla zalena od poziomu
ekspresjiCGB, natomiast w komérkach SKOV-3 podabmaleznos¢ zaobserwowano dla
genu BCL2 W obu przypadkach nadeksprespGB wigzata s¢ z proporcjonalnym
spadkiem ekspres;ji analizowanych tu genow.

Dane literaturowe pokazyj ze zmiany w poziomie ekspresBCL2 i BAX
sa kluczowe dla proceséw regudgiych cyklzyciowy komorek i ich apoptez Przewaga
ekspresji BCL2 chroni prawidlowe komorki przed amap, natomiast nadmiar BAX
moze prowadzi do zainicjowania procesowmierci komoérkowej. Poziom ekspresji tych
czynnikbw wydaje s by¢ zaleny réwniez od gonadotropiny kosmowkowe;.
Dowiedziono bowiemze CG decyduje o losie koméreorpus luteunregulupc proces
apoptozy w opisany powgj sposéb [Sugino i wsp. 2000].

Interpretacja wynikdw analizy ekspresji czynnikowop i antyapoptotycznych
BCL2 i BAX w komodrkach nowotworowych ma jednak odmienny ckigra niz
w przypadku tej samej analizy wykonywanej dla zdyolw tkanek. W nowotworach
obecna¢ i wysoki poziom biatka BCL2 koreluje ze zricowaniem guza i lepszym
rokowaniem, natomiast przewaga w tkance guza eggBAX — z gorszym. Co wicej,
pacjenci z nowotworami jajnika wykaazgymi ekspregy BAX, ale nie BCLZ2,
charakteryzyj sie istotnie obniong przezywalncicig, w poréwnaniu do tych, u ktorych

ekspresji ulegajoba te czynniki [Basu i Haldar 1998; Marx i wsp97].
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W obu transfekowanych liniach komdrkowych nadeksjpreCGB wjzala s¢
ze spadkiem poziomu ekspresji genB®L2 i BAX Zaobserwowano jednake bardziej
znamienny spadek ekspresji dotyczyt ge8L2 W poddanych transfekcji komorkach
OVCAR-3 poziom BCL2 spadat stopniowo i w siedemdiiej drugiej godzinie po
podaniu konstruktu byt p¢ razy niszy niz komorkach kontrolnych. Z kolei najisizy
poziom BCL2 w komérkach SKOV-3 odnotowano czterélieosiem godzin po
transfekcji, gdy byt on dwunastokrotniezety niz kontroli. Ekspresja genu BAX nie
podlegata tak diym zmianom i byta maksymalnie dwukrotnie i trzyknet nizsza
odpowiednio w komorkach OVCAR-3 i SKOV-3 z nadekesyy CGB, niz w komorkach
nietransfekowanych. Z tego wedu mana przypuszcza ze obserwowane tu wahania
ekspresji obu czynnikbw odpowiedzialng rge tylko za zmiany na poziomie czynnikow
pro- i antyapoptotycznych, ale prawdopodobnie r@wvfeénotypu komoérek wykazggych
nadekspregjCGB na bardziej zkdiwy.

Liczne badania dowodz ze to ilgciowy stosunek ekspresji BCL2 i BAX
i interakcje ponygdzy tymi czynnikami g elementem decydagym o losie (przgyciu lub
smierci) komorki [Yoon i Roh 2012; de la Torrewsp. 2007; Matsumoto i wsp. 2004;
Schuyer i wsp. 2001]. Waldé stosunku BCL2/BAX jest cegh zmienn
i charakterystycza dla danego typu komorek, natomiast zmiana stoswakspresji obu
genow ma udokumentowane znaczenie kliniczne i etBkijest stosowana jako czynnik
prognostyczny w nowotworach. Spadek stosunku BCAX/B obserwowany
w zaawansowanych stadiach raka jajnikagzamny jest ze stopniem zaiicowania guza
i gorszym rokowaniem, lecz wydaje siie mi€ zwigzku z tempem proliferacji komérek
[Yoon i Roh 2012]. Niski wskanik BCL2/BAX koreluje t& z oporndcig na leczenie
i nawrotem choroby. Ponadto bywa wyznacznikiem msg choroby oraz catkowitego
czasu przgycia [de la Torre i wsp. 2007; Matsumoto i wsp. 208chuyer i wsp. 2001;
Scopa i wsp. 2001; Mackey i wsp. 1998].

Z uwagi na powysze doniesienia, w przeprowadzonych tutaj badanpacdano
analizie wspotczynnik dulacy ilorazem wzgldnej ekspresji genoOwBCL2 i BAX
(BCL2/BAX).

W komorkach OVCAR-3 zmiany w liczbie komérek apdgtanych (oceniane
metody cytometrii przeptywowej) w sposéb odwrotnie progonalny odpowiadaty
analizowanemu wspotczynnikowi BCL2/BAX. Wzrostowiamosci tego wspotczynnika
w dwudziestej czwartej godzinie po transfekcji odpaat peciokrotny wzrost liczby

komorek apoptotycznych. Z kolei trzykrotny, w stoku do kontroli, spadek wado
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BCL2/BAX w czterdziestej 6smej i siedemdzigsj drugiej godzinie po transfekcji
zwigzany byt z dwukrotnym spadkiem liczby apoptotycanykomoérek OVCAR-3,
wykazupcych nadekspresjCGB. A zatem niska wartgé stosunku BCL2/BAX koreluje
z zahamowaniem procesow apoptozy transfekowanyctokek OVCAR-3.

O ile w komérkach OVCAR-3 nadekspresja CGB powodawavahania
wspotczynnika BCL2/BAX, to w komdrkach SKOV-3 wysgloziom CGB zwizany byt
ze znacgcym spadkiem wartzi wskanika BCL2/BAX a zarazem wzrostem liczby
komorek apoptotycznych. Stan ten utrzymyweaksrzez caly czas trwania eksperymentu.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki oraz fakt,nowotwory charakteryzgge s¢
ekspresj wolnej podjednostki beta CG una st za gorzej rokujce i czsciej ulegagce
przerzutom, pozwalgj przypuszczé ze wywierany przez CGB efekt biologiczny
polegajcy na ochronie komoérek nowotworowych przed apoptaz take zigliwy
fenotyp komérek guza agjany jest dziki modulacji ekspresji gendBCL2i BAX

Co ciekawe, mimo zmian liczby komdérek apoptotycingdnotowanych podczas
analizy cyklu komdérkowego obserwacja mikroskopowarfologicznych cech komérek
OVCAR-3 i SKOV-3 transfekowanyclCGB5 z zastosowaniem barwinkow Hoechst
33342 i jodku propidionowego, nie potwierdzita, atigychodzito w nich do zwkszenia
lub zmniejszenia odsetka komorek apoptotycznyciwBopodobnie zastosowana metoda,
bazugca na subiektywnej ocenie obserwatora i anajcaujograniczof i znacznie
mniejsz niz w cytometrii przeptywowej liczd komorek apoptotycznych, nie byta
wystarczajco dobrym nargziem, aby uwidocziismier¢ komorek i subtelne edice
pomiedzy komarkami kontrolnymi i poddanymi transfekciji.

Szczegotowe analizy cyklu komorkowego badanych | tutkomorek
transfekowanych genenCGB5 ponadto dostarczylty dowodowie oprocz zmian na
poziomie apoptozy, zarowno w linii OVCAR-3 jak i 8K/-3 nadekspresja CGB zyziana
byla ze zwgkszona proliferagj komoérek. Wzrostowi odsetka komorek znajgych sé
w fazie towarzyszyt spadek frakcji komorek w fa@eé/G1.

W poddanych transfekcji komorkach SKOV-3 obserwosvawukrotny wzrost
komorek lgdacych w fazie S cyklu, ktory utrzymywat esiprzez caly czas trwania
eksperymentu. Natomiast w transfekowanych komorkaMCAR-3 procentowy udziat
komérek w tej fazie zmieniat gipodczas trwania eksperymentu, jednak zawsze byt
wyzszy od pottora do dwdch razyznv komorkach kontrolnych.

Przeprowadzone w pracy badania nie Wyaja bezpdrednio mechanizmu,
w jakim nadekspresja CGB w komérkach OVCAR-3 i SKQ\promuje ich przégie
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z fazy G1 w faz S cyklu komoérkowego. Niemniej jednak wydaje, sie fakt ten ména
wigzat z indukcp syntezy okréonych czynnikéw regulagych cykl komorkowy, ktére,
jak pokazuy dane literaturowe, magpodlegé& kontroli CG. Dowiedziono bowiem,
ze stymulacja komorek @u jajnika przez gonadotrogin kosmowkowy prowadzi
do wzrostu ekspresji cykliny D3 i zalgej od cyklin kinazy 4 (CDK4), ktére odpowiadaj
wiasnie za przeicie komorek z fazy G1 cyklu w fas [Palaniappan i Menon 2010].

Zwiegkszone tempo wzrostu komoérek transfekowanych ge@&B5 potwierdzito
badanie przeprowadzone przyyaiu systemu XCELLigence. Analiza przyrostu liczby
komorek w czasie rzeczywistym obu poddanych tr&mgifegenem CGB5 linii
komérkowych wykazywata ich szybszy wzrost w stosurlo komérek kontrolnych —
niepoddanych transfekcji.

Dowodéw  potwierdzacych  zwekszenie  potencjatu  proliferacyjnego
transfekowanych gene@GB5komérek poszukiwano réwniagna poziomie molekularnym
badajc ekspreg genu markera proliferacji MKI67. Zarobwno w komérkach OVCAR-3
jak i SKOV-3 nadekspresja CGB zmana byta jednak raczej ze spadkiem aktydeno
genu MKI67. Niemniej jednak ekspresja K67 cechowata trarsfedne komorki przez
caly czas trwania eksperymentu. Ze wdgl na potwierdzanproliferacg analizowanych
tu komorek mana przypuszcza ze marker ten ulegat ekspresji rowhiaa poziomie
biatka. Zmiany w ekspresji K67 zachedzbardzo dynamiczne i ze#dane
s3 z przechodzeniem komorki przez poszczegélne fgklucsiyd analizy ekspresji KI67
wykonuje s¢ zwykle pod wzgldem jakdciowym, a nie ildciowym, tak jak miato
to miejsce w niniejszej pracy. Opublikowane dotydscdane literaturowe ograniczaje
jedynie do analiz immunohistochemicznych, dokumjgstich obecn&t biatka w rénego
typu nowotworach. Analizy te wskazyjze ich istog jest potwierdzenie samego faktu
ekspres;ji KI67 w tkankacBwiadczce o zachodgych w niej procesach proliferacji, a nie
ilosciowa analiza jego poziomu. Uwe Sk, ze zmiany w ekspresji KI67 zachagdhardzo
szybko i zwijzane § z przechodzeniem komorki przez poszczegolne fgklucPoziom
ekspresji KI67 najprawdopodobniej zksza st w momencie weagia komorki w faz
S cyklu. Jego wzrost obserwuje¢sw fazie G2, a maksymalny poziom KI67
charakteryzuje komorki znajdige s¢ w metafazie mitozy [Scholzen i Gerdes 2000].
Poziom ekspresji biatka w fazie G1 jest zagadnmanieiejasnym, gdy czes¢ prac
dokumentuje wzrost immunoreaktywioo antygenu K67 w tej fazie [Braun i wsp. 1988;
Starborg i wsp. 1996], podczas gdy inne publikatjerodz spadku ekspresji antygenu
[Bruno i Darzynkiewicz 1992; Lopez i wsp. 1991nvaierendock i wsp. 1989].
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Zmiany w poziomie ekspredjlKI67 zaobserwowane w czasie eksperymentie
tlumaczy fakt, ze poddane badankomorki stanowity niejednorodngrup;, obejmugca
zarowno komorki dzigce sg, bedagce w r@&nych fazach cyklu komérkowego, jak i te
znajdupce s¢ w fazie spoczynkowej. Niemniej jednak otrzymaneniky jednoznacznie
potwierdzag, iz transfekowane genenCGB5 komoérki OVCAR-3 jak i SKOV-3
charakteryzyj sic ekspregy markera KI67, co swiadczy o ich potencjale
do przeprowadzania podziatow.

We wczéniejszych doniesieniach dokumenizyjch efekt dziatania podjednostki
beta gonadotropiny kosmowkowej na komérki nowotwaroobserwowano wprawdzie
wzrost liczby komérek poddawanych stymulacji CGBdrjak do tej pory zaktadano,
ze przyczyn tego zjawiska jest zablokowanie sygnatow proapypimych [Bulter i lles
2004]. W przeprowadzonych tu badaniach zastosowamweéch technik: cytometrii
przeptywowej i systemu XCELLigence pozwolito jasmykaz&, ze podjednostka beta
gonadotropiny kosmoéwkowej wpltywa na wzrost liczbpmorek nie tylko poprzez
regulacg apoptozy, ale rownigprzez stymulaejich proliferaciji.

Jedne z waiejszych mechanizméw regudoych podstawowe procesy
komorkowe takie jak przscie, proliferacja, wzrost i metabolizm zgane g ze szlakami
kinaz biatkowych ERK i AKT. Kinazy te stanoavkluczowe ogniwa efektorowsiezek
sygnalnych aktywowanych odpowiednio mitogenami -naky MAPK i kinazy
fosfatydyloinozytolu (PI13K). Liczne badania potwdesp, ze rozregulowanie sygnalizacji
posredniczonej przez ERK i AKT stanowi jeginz cech wyraniajagcych komorki
nowotworowe. Zmiany na poziomie aktywigo tych kinaz mog promow& rozwoj
i proliferacg, a take wpltywa na fenotyp komorek guza. Aktywacja tych enzymow
zachodzi m.in. pod wplywem wielu 20ych czynnikdw wzrostu i hormonow [de Luca
i wsp. 2012; Goto i wsp. 2009; Los i wsp. 2009;tflani wsp. 2008; McCubrey i wsp.
2007; Meloche i Pouysségur 2007].

Jednym z czynnikdw, ktory jest zdolny indukawaszlaki kinaz MAP
i fosfatydyloinozytolu jest ludzka gonadotropinaskmdwkowa. Potwierdzajto analizy
prowadzone na komorkach, wykaguych ekspresjreceptora LHCGR, m.in. komorkach
trofoblastu, komorkach ziarnistych iehu jajnika, Leydiga i endometrium, w ktérych pod
wptywem CG dochodzi do fosforylacji biatek ERK i APalaniappan i Menon 2010; Tai
I wsp. 2009; Prast i wsp. 2008; Seger i wsp. 2001].

Przeprowadzone w niniejszej pracy analizy akty$enkinaz biatkowych ERK
i AKT w komorkach linii OVCAR-3 — posiadagych receptor LHCGR, jak i SKOV-3 —
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niewykazugcych jego ekspresji wykazatye zwikszenie syntezy CGB prowagz
do zmian w procesach proliferacji i apoptozy konkGrewotworowych zwjzane jest
zindukcp w nich szlakow kinaz biatkowych ERK i AKT. Wynikie dowodz,
ze aktywacja ta zachodzi niezahe od klasycznej sciezki receptorowej:
LHCGR/AC/cAMP.

Analizy aktywndci kinaz biatkowych ERK i AKT wykonane metgdvestern blot
pofaczory z ocem densytometryczn pokazaty,ze w transfekowanych gene@GB5
komorkach raka jajnika linii OVCAR-3 najvigzy — pottorakrotnie wiaszy niz w kontroli
— poziom ufosforylowanego biatka kinazy EKR (p-ER&Jnotowano czterdziei osiem
| siedemdzieat dwie godziny po podaniu konstruktu. Z kolei maksyna aktywné
kinazy AKT (p-AKT) cechowata komorki czterdZm osiem godzin po transfekcji.
Woweczas fosforylacja AKT byta trzykrotnie isgza ni w kontroli.

W poddanych transfekcji komoérkach SKOV-3 poziomyalkdcji zaréwno ERK jak
i AKT byt podobny do obserwowanego w komorkach OVRGA. Maksymalny wzrost
fosforylacji obu kinaz nasgpit dwadzigcia cztery godziny po transfekcji i byt
pottorakrotnie wyszy w przypadku p-ERK i trzykrotnie viigzy dla p-AKT ni w kontroli.
Otrzymane wyniki jednoznacznie wskagujze nadekspresja podjednostki beta
gonadotropiny kosméwkowej w komorkach nowotworowpecbwadzi do aktywacji kinaz
ERK i AKT. Jednoczénie mana zauway¢, ze CGB silniej oddziatluje nd&ciezke
Zwigzam z kinaz fosfatydyloinozytolu.

Nie mazna jednak wyklucz§, ze obserwowany w trakcie eksperymentovsay
stopier aktywacji kinazy ERK byt rowniewynikiem zwikszonej ekspresji specyficznych
fosfataz, odpowiedzialnych za dezaktywadjinaz MAP. Poziom aktywrigi tych
enzymow nie byt przedmiotem niniejszych badaniemniej jednak wyniki prac
prowadzonych na fibroblastach endometrium pokazagy,stymulacja tych komérek
wysokimi stzeniami wolnej podjednostki beta CG powoduje m.irzragt ekspresji
DUSP6 — fosfatazy dezaktywsgej kinazy indukowane mitogenami, w tym zakERK
[Hudelist i wsp. 2010]. Jednoczee dawiadczenia wykonane na komorkach ziarnistych
jajnika dowodz, ze gonadotropina kosmowkowa prowadzi do wzrostu relsfipfosfatazy
PTEN i redukcji stopnia fosforylacji AKT. Natg jednak podkrdi¢, ze obserwacje
te dotyczyty dziatania heterodimeru CG [Goto i wap09].

Obserwowana w niniejszej pracy zaies¢ procesu aktywacji kinaz ERK i sekrecji
CG byfla odnotowana juwczeniej. Dowiedziono,ze podczas kontrolowanego przez

gonadotropin procesu tworzenia syncytium przez komoérki rakankdski dochodzi

92



do wzrostu poziomu cAMP i ekspresji genow kontrgdyph fuzgp jednopdrzastych
komorek cytotrofoblastu. Zauwano, ze zwikszenie aktywnéri tych gendw i poziomu
hormonu CG poprzedzone jest gwattownym wzrostemfofgkacji kinaz ERK1/2

i p38MAPK oraz redukgj wewngtrzkomorkowego stzenia jondw wapniowych. Pokazano
takze, ze procesom tym towarzyszy zahamowanie sygnalizagjisciezce kinazy
PISK/AKT [Vatish i wsp. 2012; Delidaki i wsp. 20117 kolei déwiadczenia prowadzone
na pierwotnych liniach komdrkowych cytotrofoblastwkazup, iz hormon promuje
inwazje i migracg komorek trofoblastu poprzez aktywacgygnalizacji péredniczonej
przez oba typy kinaz: ERK i AKT, a ta#& warunkowany aktywricia ERK i AKT wzrost
ekspresji metaloproteinazy 2 (MMP-2) [Prast i w2008]. Wpltyw na ekspreasjinnej
metaloproteinazy (MMP-1) dowiedziono rowaiav przypadku stymulacji fibroblastow
endometrium przez wadnpodjednostk beta CG. Co ciekawe, efekt ten wywotany byt
jedynie niskimi stzeniami CGB. Zwgkszenie ildci CGB wywanego do stymulacji
komorek skutkowato aktywagijtranskrypcyjm zupetnie innych gendw [Hudelist i wsp.
2010].

Aktywacja kinaz AKT i ERK oraz ich zwekek z rozwojem procesu
nowotworowego poprzez wplyw na pgzeie komorek np.. pod wplywem
chemioterapeutykow jest dobrze udokumentowidgng i wsp. 2012; Astle i wsp. 2012;
Nogueira i wsp. 2008; Liu i wsp. 2006; Yoeli-Lernavsp. 2005; Boldt i wsp. 2002; Ballif
i Blenis 2001]. Podobnie szlak RAF/MEK/ERK promujerzezycie komorek
nowotworowych, inhibujc apoptoz kontrolowan przez biatka z rodziny BCL2
sygnalnej kinaz PI3K/AKT oraz ERK zwkszade novoekspresj antyapoptotycznego
biatka MCL1, cztonka rodziny BCL2 [Coloff i wsp. 2@; Schubert i wsp. 2001; Boucher
i wsp. 2000]; przy czym relatywny poziom eksprédiCL1 maze by regulowany przez
ERK zaréwno na poziomie transkrypcji jak i przezrpnslacyjne modyfikacje [Thomas
iwsp. 2010]. Jak ju wspomniano, w badanych tu komorkach raka jajnikelne
podjednostka beta CG wplywata na ekspregnowBCL2 i BAX O ile w komadrkach
OVCAR-3 nadekspresja CGB prowadzita do dknia ekspresji genuBCL2
to w komorkach SKOV-3 spadek aktywioo cechowat geBAX Podobnie zmiany liczby
komoérek pod wptywem CGB wzaly st ze zmiag poziomu ekspresji genu kodaggo
surwiwire. Nie mana take wykluczy, iz wykazana tu pod wptywem nadekspresji CGB

aktywacjasciezek sygnalnych pwedniczonych przez kinazy ERK i AKT reguluje proces
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apoptozy poprzez inne geny, np. wspomniany p@yvyMCL1, nieanalizowane
W niniejszej pracy.

Jak ju wspomniano, osggnicta dziki transfekcji wysoka ekspresj&GB
w komorkach OVCAR-3 i SKOV-3 miata wplyw na aktywitotranskrypcyjm genow
LHCGR i CGA W swietle otrzymanych w niniejszej pracy wynikéw, dadegcych,
ze nadekspresja CGB prowadzi do wzrostu fosforyl&ijiazy ERK w komdrkach
OVCAR-3, ma@na przypuszcza ze mechanizm odpowiedzialny za ograniczenie ekspres;
LHCGR zwigzany jest ze wzrostem #o biatka LRBP, biogcym udziat w blokowaniu
transkryptow genu receptora. Dowiedziono bowiem,stymulacja komorek ziarnistych
jajnika gonadotropimn kosméwkows prowadzi do spadku ekspresjHCGR zaleznego
od aktywndci kinaz biatkowych AKT i ERK oraz poziomu LRBP [Men i wsp. 2011].

Wsrdéd gendw, ktorych aktywré transkrypcyjna zmienita sipod wpltywem
nadekspresji CGB w badanych tu liniach komorkowymtalazlty s¢ rowniez geny
kodujce kinazy ERK i AKT. Zarowno w komorkach OVCAR-XjaSKOV-3 poddanych
transfekcji zaobserwowano znagcy spadek ekspresji genERK1 i mniejszy, ché
wyrazny, spadek eksprediRK?2

Mimo utrzymupcego s¢ nizszego, w poréwnaniu do nietransfekowanych komérek,
poziomu MRNAERK1i ERK2 w obu liniach komorkowych poziom catkowitego it
ERK byt bardzo zbfiony do odnotowanego dla komorek kontrolnych. zhb zatem
przypuszczé, ze pula RNA kodujcego kinazy ERK1 i ERK2 w komorkach
z nadekspresjbyta wystarczajca, aby utrzymaprodukcg biatka na poziomie zidonym
do obserwowanego w komaérkach kontrolnych. Jedrimigenana zatay¢, iz aktywnaé
transkrypcyjna tych genow jest znacznieksza, nk zapotrzebowanie komérek na mRNA
wykorzystywane w translacji biatek ggtograniczenie jego ifgi nie ma istotnego wptywu
na ilas¢ produkowanego biatka ERK [Gry i wsp. 2009]. Obsamany w niniejszych
badaniach spadek poziomu ekspresji geRK1i ERK2,wydaje s¢ nie mi€ istotnego
wptywu na poziom biatka ERK i jego aktyw§®o cha opublikowane wczmie]
doniesienia literaturowe sugegupe to m.in. relacje iliciowe pomedzy poszczegolnymi
izoformami ERK decyduj o koncowym efekcie biologicznym iwsgiu komorki na
sciezke proliferacji lmdz apoptozy [Guégan i wsp. 2013; Shin i wsp. 2010ntsggiato
I wsp. 2006]. Dowiedzionaze wyciszenie geniERK1w mysich fibroblastach powoduje
wzmocnienie aktywacji ERK2, co promuje proliferad¢jomorek. Z kolei nadekspresja
ERK1, ale nie ERK2, powoduje zahamowanie podzialkmwnorkowych oraz blokuje

zaleeny od aktywnéci biatka RAS rozwdéj guzéw u myszy [Vantaggiato spv 2006].
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Natomiast zablokowanie ekspresitRK2 catkowicie hamuje podziaty komorkowe
[Carcamo-Orive i wsp. 2008; Lefloch i wsp. 2008Jo Ciekawe, przy niskim poziomie
ERK2, kinaza ERK1 promuje apoptozindukowan przez cisplatyg, stosowan

w chemioterapii nowotworéw [Guégan i wsp. 2013].Rahcu nadekspresja i aktywacja
ERK2, lecz nie ERK1, umitiwia natomiast epitelialno-mezenchymaltranzycg (EMT)
indukowar przez biatko RAS [Shin i wsp. 2010] oraz warunkojgracg komoérek raka
piersi w warunkaclich vitro [von Thun i wsp. 2012].

Biorgc pod uwag fakt, iz w analizowanych komorkach doszto do zmian relaciji
ilosciowych w ekspresji kinaERK1i ERK2orazze aktywacja kinaz ERK jest niegina
jest do przejcia komoérki z fazy G1 do fazy S i z G2 do M [MelechPouysségur 2010]
maozna wnioskowd, ze zmiany te wptyely na tempo wzrostu transfekowanych komorek.
Ponadto wswietle przytoczonych danych literaturowych wynikiadizy ekspresjERK1
i ERK2sugeruy, ze w transfekowanych komdrkach mogto &@ojlo zmiany ich fenotypu
na bardziej zidiwy.

Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza poziomkspeesji genow
kodujgcych trzy izoformy kinazy AKT pokazatage nadekspresja CGB ma wptyw takna
poziom transkryptow tych genow. W transfekowanepege CGB5 linii OVCAR-3
zaobserwowano zmniejszpro potowe ekspresj kinazy AKT1 w dwudzieste] czwartej
i siedemdzieste] drugiej godzinie po podaniu konstruktu, natahiazblizony
do kontrolnego poziom ekspresji tej izoformy AKT tezlzigci osiem godzin po
transfekcji. Najwgksze zmiany w komoérkach OVCAR-3 komoérkach odnotawvgednak
dla izoformy 2 kinazyAKT. Przez caly czas trwania eksperymentu poziom ekgpAKT?2
utrzymywat s¢ bowiem na piciokrotnie nzszym poziomie i w komaorkach kontrolnych.
Z kolei ekspresja genAKT3 utrzymywata s na poziomie kontrolnym w czterdziestej
0smej i siedemdziegiej drugiej godzinie po transfekcji, a dwukrotnyadpk odnotowano
tylko dwadzidcia cztery godziny po podaniu konstruktu.

W linii komorkowej SKOV-3 spadek ekspresji zaolamivano dla gen6vAKT1
I AKT2 Poziom AKT1 spadt trzykrotnie dwadzieia cztery godziny po transfekcii,
a w kolejnych godzinach czterdziestej 6smej i SwediEesitej czwartej odnotowano
dalszy pécio- i siedmiokrotny spadek ekspresji tego gedatomiast analiza aktywsaoi
genu kodujcego izoforng 2 kinazy AKT wykazata nieznaczny wzrost ekspresji
kodujgcego j genu w dwudziestej czwartej godzinie od wprowadz&onstruktu z genem
CGB5 a nastpnie czterokrotny spadek ekspregjKT2 w porownaniu do kontroli.

Jedynym genem wyfaie pozytywnie regulowanym przez CGB bgKT3 ktdrego
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ekspresja rosta stopniowo i siedemdzesiwie godziny po transfekcji byla trzykrotnie
wyzsza nk w kontroli.

Zmiany w poziomie mRNA dla genu koduoggo AKT3 udokumentowane
W niniejszej pracy pozostpj w zgodzie w wynikami wczZmiejszych doniesig
moéwigcymi iz w przypadku raku jajnika to wdaie izoforma AKT3 w najwikszym
stopniu decyduje o przgciu i proliferacji komorek [lliopoulos i wsp. 200®illon i wsp.
2009; Maroulakou i wsp. 2007; Irie i wsp. 2005]. Ma zatem zalgy¢, iz obserwowana
tu zmieniona ekspresja poszczegolnych izoform kinamze st ze zmiag fenotypu
badanych komorek. Zmiany w aktywémd gendw kodujcych poszczegdlne izoformy
kinazy zachodge w transfekowanych komorkach OVCAR-3 i SKOV-3 ajdsic
wazne, gdy jak pokazuj badania kliniczne, nasilona ekspresja specyfidzngoform
w réznych typach raka nie odgrywa& odmienny, niekiedy przeciwstawny efekt
[lliopoulos i wsp. 2009; Dillon i wsp. 2009; Mar@kou i wsp. 2007; Irie i wsp. 2005].
I tak na przyktad, zahamowanie epitelialno-mezendpe] tranzycji, czy migracji
komorek przez AKT1 wraku piersi me by zréownowaone poprzez dziatanie AKT2.
Z kolei, w raku prostaty zaréwno AKTL1 jak i AKT2 segatywnymi regulatorami migracji
i inwazji komérek [Virtakoivu i wsp. 2012], AKT3 g natomiast kluczowym czynnikiem
zaangaowanym w proces nowotworzenia w jajniku. Wyciszetégo genu wyraie
hamuje proliferagg komorek raka jajnika [Cristiano i wsp. 2006]. ®eadczenia
prowadzone na komorkach trofoblastu, w ktérych wyano poszczegodlne izoformy
kinazy AKT sugeryj, ze to ekspresjadAKT1 i AKT3 determinuje migra¢j komorek.
Natomiast nie zaobserwowano, aby ograniczenie ekgpttorejkolwiek z izoform AKT
wptywato na proliferag i apoptoz tych komorek [Haslinger i wsp. 2013]. Wydaje si
wiec, ze to rownowaga porailzy poszczegolnymi izoformami kinazy decyduje oidos
komorki, a niejednakowa ekspresja poszczegolnyofoim jest charakterystyczrcechy
okreslonych typow nowotwordéw [lliopoulos i wsp. 2009; kéaulakou i wsp. 2007; Irie
I wsp. 2005]. Potwierdzeniem tej hipotezy jest falkt podwyszona aktywng AKT1
wyroznia raki piersi i prostaty, AKT2 raki trzustki, akA'3 estrogenozaime raki piersi
i raki prostaty oraz raki jajnika [Cristiano i ws@006; Altomare i wsp. 2002; Sun
I wsp. 2001; Nakatani i wsp. 1999].

Poniewa w prowadzonych tu badaniachzky z analizowanych gendéw kinazy
AKT miat nieco odmienny wzor ekspresji w zat@sci od rodzaju transfekowanej linii

komorkowej, trudno precyzyjnie olglec wptyw poziomu mRNA poszczegolnych izoform
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na ilosci produkowanego biatka AKT i charakter zmian obsawanych
w transfekowanych komérkach.

Dane literaturowe oraz wyniki dwiadczeh przedstawione w niniejszej pracy,
dokumentujce obnienie relatywnej ekspresji genow kogltych kinazy ERK i AKT pod
wplywem CGB sugerygj ponadto maliwos¢ istnienia mechanizméw zwrotnie
kontrolujgcych ich aktywnéc¢ transkrypcyjm [Delidaki i wsp. 2011].

Zmiany poziomu ekspresji genow poszczegolnych mofkinaz i fluktuacje
poziomu biatek ERK i AKT w komdrkach OVCAR-3 i SKO¥ pod wptywem
nadekspresji CGB nie wptywaty jednak na sam proaktywacji tych kinaz: stopie
fosforylacji ERK i AKT w badanych komérkach nie waje s¢ by¢ bezpdrednio zaleny
od poziomu biatka CGB produkowanego w transfekowhnkomorkach. Miana jednak
zatazy¢, ze zwkkszenie aktywnei kinaz jest zwjzane ze wzrostem poziomu ekspresji
podjednostki beta gonadotropiny kosmowkowej agsiccia okr&lonej wartgci progowe]
wymaganej dla indukcji szlakow sygnalnychépaminiczonych przez ERK i AKT.

W niniejszej pracy sprawdzono takmaliwos¢ aktywacji kinaz biatkowych ERK
i AKT pod wplywem stymulacji komorek przez egzogen€GB. W tym celu
przeprowadzono dwiadczenia, w ktorych zastosowano rekombinowanemecoyjnie
dostpne biatko — rCGB. $tenie rCGB (100 ng/ml), a tak czas inkubacji komorek
Z czsteczly (piecio-, pktnasto- i trzydziestominutowej) zostalty dobrane pwalstawie
danych literaturowych [Hudelist i wsp. 2010; Priassp. 2008].

Wyniki tych bada pokazaty,ze w obu liniach komorkowych podanie rCGB do
medium hodowlanego jupo kilku minutach skutkowato wzrostem puli ufosfiowanych
biatek kinaz ERK i AKT. Efekt ten byt bardziej wynay w przypadku komorek OVCAR-3
(charakteryzujcej st obecndcia receptora LHCGR). Najwygzy stopié@ aktywacji kinaz
ERK i AKT w tych komoérkach odnotowano gbnascie minut po podaniu rCGB i byt
on odpowiednio trzy- i czterokrotnie wszy ni w komdrkach niepoddawanych
stymulacji. Z kolei w komdrkach SKOV-3 maksymalngzpm fosforylacji ERK i AKT
osiggnicty zostat po trzydziestominutowej inkubacji z rCGiBzy czym byt on jedynie
pottora razy wyszy niz w komdrkach kontrolnych. Mma zatem przypuszoza
ze obecnét receptora dla gonadotropiny kosmowkowej warunksggbsz i silniejsz
aktywacg analizowanychsciezek sygnalnych w komoérkach OVCAR-3. Powolniejszy
i nizszy wzrost aktywacji w komorkach SKOV-3 waeoswiadczy o tym, i aktywacja

kinaz ERK i AKT pod wptywem rCGB zachodzi na odmef niezalenej od LHCGR
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drodze poprzez inne znajdog sé na powierzchni komorki receptory potencjalnie
oddziatupce z podjednostkbeta CG.

Specyficzné¢ indukcji szlakow badanych tu kinaz przez rCGB wudmiach
komoérkowych zostata potwierdzona, gdywykazano, ze ulega ona zablokowaniu
w obecndci inhibitoréw kinaz wyszego rzdu, tj.: kinazy MEK oraz kinazy PI3K.
Inkubacja komoérek OVCAR-3 i SKOV-3 ze specyficznyndia tych enzyméw
inhibitorami (odpowiednio U0126 oraz LY294002) meowadzita do fosforylacji kinaz
AKT i ERK, obserwowanej w komorkach poddanych daiéh rCGB.

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania dokuna#dosforylact kinaz ERK
I AKT pod wptywem endogennej nadekspresji CGB oegzogennej rekombinowanej
podjednostki beta CG jednoznacznie dowgpde wolna podjednostka beta gonadotropiny
kosmowkowej zdolna jest aktywowazlaki sygnalne z udziatem tych kinaz.

Chat zwigzek pom¢dzy CG a indukg sciezek sygnalnych kinaz byt jubadany,
nalezy jednak podkrdi¢, iz dotychczasowe prace dotyczyty dziatania categanoou
I aktywacji szlakdéw kinaz ERK i AKT w komorkach ktgwnym receptorem LHCGR. Jak
dotad w literaturze brak doniesiepotwierdzagcych lub wykluczajcych maliwosé
laczenia s wolnej CGB z receptorem dla gonadotropiny kosmoméjoa fakt, ze
w licznych nowotworach wydzielggych CGB brak ekspresji LHCGR [Davies i wsp,
2001; Jankowska i wsp. 2008 b] sugeragjstnieje alternatywny mechanizm, przez ktéry
CGB oddziatuje na komoérki guza.

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem komorek \&B8@harakteryzujcych
sie brakiem ekspresji LHCGR jednoznacznie dowgpde obecnét tego receptora nie jest
warunkiem koniecznym, aby CGB mogta wywierdiologiczny efekt na komorki
nowotworowe, aktywujc w nich szlaki sygnalne kinaz ERK i AKT regulag procesy
proliferacji i apoptozy.

Jedna z hipotez wyaiajagca prawdopodobny mechanizm dziatania CGB
na komorki niewykazupe ekspresji receptora LHCGR opiera sia podobigstwie
trzeciorzdowej struktury CG i CGB do czynnikdw wzrostu zanajgcych motyw vgzta
cysteinowego, takich jak TGFB, PDG-F i NGF. Zakiladaa, ze dzeki homologii
strukturalnej CGB mize oddziatywd z receptorami tych czynnikow [lles 2007; Butler
I wsp. 2000].

Opublikowane ostatnio wyniki baflalotyczce roli gonadotropiny kosmowkowej
w angiogenezie pokazatye hiperglikozylowana CG, lecz nie hormon o podstayra

stopniu glikozylacji, rzeczywcie mae wigzat sie z receptorem dla TGFBR2 i indukotva
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aktywacg kinaz SMAD, promujc waskularyzagj w komorkach linii raka kosmowki
[Berndt i wsp. 2012]. Natomiast jedna z wazejszych prac dowodzize wykazujgc
antagonistyczne w stosunku do TGFB dziatanie, wolodjednostka beta gonadotropiny
kosmowkowej warunkuje przgcie komorek nowotworowych, chrai je przed apoptaz
indukowara przez TGFB [Butler i wsp. 2000]. Wyniki tych @eiadczéh sugeruy,

iz biologiczna aktywng& monomeru CGB mie by posredniczona przez receptor
transformujacego czynnika wzrostu — TGFBR2.

Hipoteza mowjca o0 maliwosci taczenia s wolnej podjednostki beta
gonadotropiny kosmoéwkowej z receptorami czynnikowsipdagcych motyw wzia
cysteinowego nie zostata jednak potwierdzona 1 mimkazania s publikacji
o oddziatywaniu hiperglikozylowanej gonadotropingsknéwkowej z TGFBR2, nadal
brak odpowiedzi na pytanie, czy w podobny sposofgtaiy wizat sie z tym receptorem
wolna podjednostka beta CG. Niemniej jednak zmeszy na fakt,4 receptory czynnikow
wzrostu takich jak EGFR, PDGFR, czy TGFBRR jednymi czynnikéw aktywujcych
sciezki sygnalne kinaz ERK i AKT hipoteza ta wydajec dbardzo prawdopodobna
[Stipursky i wsp. 2012; McCubrey i wsp. 2007; Jiangsp. 2006; Wilkes i wsp. 2005;
Stehr i wsp. 2003].

W sSwietle przedstawionych w pracy wynikdbw dokumentych fakt,
ze produkowana przez szereg nowotworownego pochodzenia wolna podjednostka beta
gonadotropiny kosmoéwkowe] me wywier& biologiczny efekt z pomigtiem
klasycznego receptora wspolnego dla gonadotropimgsmidwkowej i lutropiny
i oddziatywa& na komorki pozbawione LHCGR, niezwykle istotnyrajets¢ wyjasnienie
mechanizméw dziatania podjednostki hormonu w koradhknowotworowych. Poznanie
mechanizméw, dzki ktérym podjednostka beta gonadotropiny kosmowdjoumdukuje
sciezki sygnalne kinaz AKT i ERK, zaangawane w regula¢j proceséw proliferacji
i apoptozy mee w przysziéci sta& sie podstavy wyznaczenia nowych drog terapii raka.
Znajoma¢ poszczegollnych elementéw kaskady sygnatu i wylgianje potencjatu
blokowania ekspresji gendw m® bowiem umgliwi¢ zastosowanie terapii celowane]

przeciw biatkom zaangawanym w nowotworzenie.
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6. Wnioski

Na podstawie wynikow uzyskanych w niniejszej praagsunito nasgpujace

whnioski:

1. Nadekspresja podjednostki beta ludzkiej gonadatsogbsmowkowej wptywa
na czynnéci zyciowe komérek nowotworowych, prowagz do zwikszenia

ich proliferacji oraz zmian w ekspresji genow regatych apoptog

2. Podjednostka beta ludzkiej gonadotropiny kosmowkowektywuje

w komorkach szlaki sygnale fredniczone przez kinazy biatkowe ERK i AKT.

3. Aktywacja kinaz biatkowych ERK i AKT przez CGB jespecyficzna — ulega

zablokowaniu w obecrai inhibitoréw kinaz wyszego rzdu.

4. CGB mae wywiera biologiczny efekt z pomigciem klasycznego receptora
LHCGR - efekt aktywacji kinaz ERK i AKT obserwujei¢szaréwno
w komorkach posiadagych jak i nieposiadagych receptor. Jednak
w komorkach, w ktorych receptor ten jest aktywngzipm fosforylacji kinaz

jest wyzszy.

5. Ekspresja receptora LHCGR warunkujeagsiecie antyapoptotycznego efektu

wywieranego przez CGB.
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8. Streszczenie

Badania ostatnich lat wykazalye szereg guzow #6ego pochodzenia syntetyzuje
ludzka gonadotropia kosmowkow (CG), a zwlaszcza jej podjednostbeta (CGB).
Obecné¢ CGB w surowicy oraz moczu pacjentow w wielu prajkech ma znaczenie
prognostyczne, koreluje zegzbdpowiedzi na leczenie i ztym rokowaniem. Sugeruje, Si
ze CGB promuje wzrost guza wykazcijdziatanie antyapoptotyczne.

Nie wszystkie guzy syntetyzige CG posiadaj receptor dla gonadotropiny
kosmowkowej (LHCGR), przez ktory w warunkach fizjgicznych hormon wywiera
biologiczny efekt. Mana zatem przypuszczaze CGB wptywa na komorki nowotworowe
wykorzystupc odmienne szlaki sygnalizacji komdrkowej.

Zaplanowane badania mialy na celu wykazanie zliwosci istnienia
alternatywnego mechanizmu dziatania CGB na komiodwotworowe, péredniczonego
przez kinazy biatkowe ERK — regulowane sygnatemreg@komorkowym oraz kinazy
AKT — kluczowe regulatory szlaku fosfatydyloinozigtp uruchamianego przez szereg
czynnikdw wzrostu. Aktywacja obu tych szlakow uitiwiajaca proliferagt i promupca
przezycie komorki ma istotne znaczenie w patogeneziduwgazow.

Badania przeprowadzono w warunkadh vitro na liniach komédrkowych
wywodzcych s¢ z raka jajnika: OVCAR-3 charakteryaopj st ekspresj receptora
LHCGR i linii SCOV-3, ktora nie wykazuje ekspresji tegeceptora. Komorki w celu
uzyskania nadekspresji CGB poddano transfekcji ppidem z wklonowanym genem
CGB5 kodupcym podjednosik beta ludzkiej gonadotropiny kosmoéwkowej. Efekt
nadekspresji CGB i jej oddziatywanie na komorki mbworowe oceniano po dwudziestu
czterech, czterdziestu smiu i siedemdziestiu dwoch godzinach od transfekcji
przeprowadzag analizy: 1) poziomu nadekspresji CGB; 2) relatgyrekspresiji
podjednostki alfa gonadotropiny kosméwkow€GA) oraz receptora dla CGAKCGR);

3) wzgkdnej ekspresji poszczegolnych izoform kinaz ERERK1 ERK2 i AKT (AKTYL,
AKT2 AKTJ3); 4) cyklu komérkowego oraz proliferacji (ocenaymostu liczby komorek

ekspresji markera proliferacji MKI67) i apoptozy (ocena czynnikbw pro-



I antyapoptotycznychBCL2, BAX BIRCYH; 5) aktywacji (fosforylacji) kinaz biatkowych
ERK i AKT.

Otrzymane wyniki dowiodtyze nadekspresja CGB wptywa na czyfriazyciowe
komoérek nowotworowych prowage do zmian aktywnei genow zaangawanych
w procesy proliferacji i apoptozy. CGB syntetyzowaprzez komorki nowotworowe
reguluje homeostazkomoérek guza, aktywag¢ kinazy biatkowe ERK i AKT. Dziatanie
hormonu zwizane jest ze specyficzraktywacy tych szlakow i ulega zablokowaniu
w obecndci inhibitorow kinaz wyszego rzdu — kinazy MEK oraz kinazy PI3K.

Ponadto przeprowadzone badania dowpde CGB mae wywierd biologiczny
efekt z pomingciem klasycznego receptora LHCGR. Obserwowana w Gkkath
wykazupcych nadekspresjCGB aktywacja kinaz AKT i ERK oraz nasilona preliicja
komorek nowotworowych byta niezalea od obecnii receptora LHCGBR.

Zaprezentowane tu wyniki dokumengujlternatywny, pomijacy aktywacg
receptora LHCGR, mechanizm dzialania podjednostidtab CG w komoérkach
nowotworowych.

Otrzymane wyniki wydayj sic mie¢ znaczenie nie tylko poznawcze. W przyseio
mog one by wykorzystane w Kklinice, poniewa poznanie szlakéw sygnalnych
inicjowanych przez CGB, zaangavanych w proces nowotworzenia #eo std Sic

podstavg wyznaczenia nowych drog terapii raka.
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9. Summary

Recent studies have shown that a number of tunmfov&rmus origin synthesize
human chorionic gonadotropin (CG) and particul@dybeta subunit (CGB). The presence
of CGB in serum and urine of patients is of progitosignificance, correlates with a poor
response to treatment, and poor prognosis. Itggested that CGB shows anti-apoptotic
activity and promotes tumor growth.

Interestingly, not all tumors synthesizing CG esgrdhe receptor for human
chorionic gonadotropin (LHCGR), by which the hormoaxerts its biological effects.
Furthermore, there is no evidence that free CGRisiilnay bind to LHCGR leading to its
activation. It can therefore be assumed that CG&tf cancer cells through different cell
signaling pathways.

The aim of the study was to demonstrate the pdsgilmf CGB’s alternative
mechanism of action on tumor cells, related to EfId AKT kinases. Activation of both
kinases pathways allows cell proliferation and potes cell survival, what is important
in the pathogenesis of many tumors.

The studies were carried ourt vitro using two cell lines derived from ovarian
cancer: OVCAR-3 characterized by LHCGR receptoresgion and SCOV-3 that do not
express the receptor.

In order to achieve CGB overexpression cells wesasfected with a conctruct
encoding the CGB5 gene of human chorionic gonadotropin beta subuGiGB
overexpression and its effect on cancer cells vessduated after twentyfour, fortyeight
and seventytwo hours after transfection by anaty$3nCGB level expression; 2) relative
expression of the alpha subunit of human chorigiinadotropin CGA) and luteinizing
hormone/chorionic gonadotropin recepttHCGR); 3) relative expression of ERK and
AKT specific isoforms ERK1 ERK2andAKT1, AKT2 AKT3respectively; 4) cell cycle,
proliferation (cells growth rate andKI67 proliferation marker expression) and apoptosis
(pro- and antiapoptotic factors gene express®@L2 BAX BIRC); 5) protein kinases
ERK and AKT activation (phosphorylation).
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The results obtained in this study showed that exmession of CGB affect
viability of tumor cells, leading to changes iniaity of the genes involved in proliferation
and apoptosis. Furthermore CGB synthesized by caoneds affects tumor cells’
homeostasis by activating protein kinases ERK akd.AThe action of CG beta subunit is
associated with a rapid and sustained activatiosigpfaling pathways mediated by ERK
and AKT kinases. Specificity of these kinase patsvanduction was demonstrated by
blocking of MEK and PI3K kinases which phosphorgldiRK and AKT respectively
using specific inhibitors. Furthermore, the ressh®wed that CGB may exert biological
effects on cancer cells lacking LHCGR expressionictv under physiological conditions
mediates the hormone’s action.

The results of the research document for the finsé an alternative mechanism
of CGB action in cancer cells, which is LHCGR-indadent .

These results are not only cognitive, but may dlawe clinical relevance. The
knowledge of signaling pathways activated by CGHByolved in the process

of carcinogenesis, maybe be used for developing amgicancer therapy.
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