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WYKAZ SKROTOW
5-dAzaC- 5-aza-2’-deoksycytydyna
Analiza HRM- wysokorozdzielcza analiza temperatur topnienia (ang. high resolution melting
analysis)
ANGPTL4- biatko podobne do angiopoetyny 4 (ang. angiopoietin-like 4)
APC- (ang. Adenomatous Polyposis Coli)
BER- system naprawczy typu wycinanie zasad (ang. base extinsion repair)
BSA- albumina wotowa (ang. bovine serum albumin)
CCNG2- cyklina G2 (ang. cyclin G2)
CDKNZ2A- inhibitor 2A kinaz zalezny od cyklin (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)
CIMP- rak jelita grubego o fenotypie metylatora wysp CpG (ang. CpG island methylator
phehotype)
CIN- niestabilnos¢ chromosomowa (ang. chromosome instability)
CRC- rak jelita grubego (ang. colorectal cancer)
CTNNBI1- pB-katenina (ang. catenin (cadherin-associated protein), beta 1)
CXCRA4- receptor chemokin 4 z motywem C-X-C (ang. chemokine (C-X-C motif) receptor 4)
DEPC- eter dietylowy kwasu piroweglowego
DNMT- metylotransferaza DNA (ang. DNA methyltransferase)
ENCODE- baza ENCODE (ang. encyclopedia of DNA elements)
EPO- erytropoetyna (ang. erythropoietin)
F- starter przedni (ang. forward)
FAP- zespot gruczolakowatosci rodzinnej (ang. familial adenomatous polyposis)
FBS- surowica ptodowa bydlgca (ang. fetal bovine serum)
FCC- rodzinny rak jelita grubego (ang. familial colorectal cancer)
FIH- czynnik hamujacy HIF (ang. factor inhibiting HIF)
GLUT1/GLUTS3- transporter glukozy1/3 (ang. glucose transporter 1/3)
hHLH- domena podstawowa helisa-petla-helisa (ang. basic helix-loop-helix)
HIF- czynnik indukowany hipoksja (ang. hypoxia inducible factor)
HIF- B/ARNT- czynnik indukowany hipoksja typu f/translokaza jadrowa (ang. aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator)
hMLH1- homolog 1 genu mutL E.coli (ang. human mutL homolog 1)
hMRPL19- mitochondrialne biatko rybosomalne L19 (ang. human mitochondrial ribosomal
protein L19,hMRPL19)
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hMSH2- homolog 2 genu mutS E.coli (ang. human mutS homolog 2)

hMSHG6- homolog 6 genu mutL E.coli (ang. human mutS homolog 6)

HNF4A- czynnik jadrowy hepatocytu (ang. hepatocyte nuclear factor 4)

HNPCC- dziedziczny rak jelita grubego bez polipowatosci (ang. hereditary non-polyposis
colorectal cancer)

HPP1- gen HPP1 (ang. hyperpigmentation, progressive, 1)

HPRT- fosforybozylotransferaza hipoksantynowa (ang. Hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1, HPRT)

HRE- element odpowiedzi na hipoksje (ang. hypoxia response element)

HRP- peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)

IGF-2- insulinopodobny czynnik wzrostu 2 (ang. insulin-like growth factor 2)

IPTG- izopropylotiogalaktozyd

LOX- oksydaza lizylowa (ang. lysyl oxidase)

MBD - biatka zawierajace domene wiazaca m°CpG MBD (ang. m>CpG binding domain
proteins)

MeCP - biatka wigzace 5-metylocytozyne (ang. m°CpG binding protein)

MGMT - metylotransferaza 0-6-metyloguaninowa (ang. O-6-methylguanine-DNA
methyltransferase)

MMP-2- metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej 2 (ang. matrix metallopeptidase 2)
MSI- niestabilo$¢ mikrosatelitarna (ang. Microsatelite instability)

MSS- stabilno$¢ mikrosatelitarna (ang. microsatelite stable)

MUTYH- homolog 2 genu mutY E.coli (ang. mutY homolog)

NF kp - czynnik jadrowy kf (ang. nuclear factor «f)

NPM- nukleofosmina (ang. nucleophosmin)

OB- odczynnik Bradforda

ODDD- zalezna od tlenu domena degradacyjna (ang. oxygen dependent degradation domain)
PAI-1- inhibitor aktywacji plazminogenu (ang. plasminogen activator inhibitor type 1)
PBGD- deaminaza profobilinogenu (ang. porphobilinogen deaminase)

PCR- tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PDGF- ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet derived growth factor)

PHD- hydroksylaza prolinowa (ang.prolyl hydroxylase)

PMS2- (ang. postmeiotic segregation increased 2)

PPIA- izomeraza peptydylo-prolinowa A (ang. peptidylprolyl isomerase A)
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gPCR- ilo$ciowa tancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym

R- starter wsteczny (ang. reverse)

RISC- indukowany RNA kompleks wyciszajacy (ang. RNA Induced Silencing Complex)
RT-PCR- reakcja odwrotnej transkrypcji

SAH- S-adenozylohomocysteina

SAM- S-adenozylometionina

SDS-PAGE- rozdziat elektroforetyczny biatek w zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS
(ang. polyacrylamide gel electrophoresis in SDS)

SIAH-1- E3 ligaza SIAH-1 (ang. siah E3 ubiquitin protein ligase 1)

TAD- domena transaktywacyjna (ang. transactivation domain)

TGF-a- transformujacy czynnik wzrostu o (ang. transforming growth factor o)

TGF-B- transformujacy czynnik wzrostu  (ang. transforming growth factor f)

TWIST- czynnik transkrypcyjny twist z domeng podstawowg helisa-petla-helisa (ang. twist
basic helix-loop-helix transcription factor)

UPAR- aktywator plazminogenu (ang. plasminogen activator, urokinase receptor)

VEGF- czynnik wzrostu $§rodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor)

VHL- biatko VHL (ang. von Hippel-Lindau tumor suppressor)
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1. WSTEP
1.1. Epidemiologia i etiologia raka jelita grubego

W Wielkopolsce, podobnie jak w calej Polsce, wysoka liczba zachorowan i zgonow
z powodu nowotwordw zlodliwych stanowi jedno z najpowazniejszych zagadnien
medycznych [1]. Rak jelita grubego (ang. colorectal cancer, CRC) jest trzecim co do
czestosci wystepowania nowotworem w Polsce oraz najczestszym nowotworem zlo§liwym
przewodu pokarmowego na $wiecie [1]. W samym regionie Wielkopolski kazdego roku
odnotowuje si¢ $rednio 1,5 tys. nowych przypadkéw zachorowan na CRC, a okoto 60%
pacjentow umiera w ciggu pigciu lat od postawienia diagnozy [1]. W ostatnich latach
obserwuje si¢ rowniez zwigkszong dynamike zachorowalno$ci na CRC [1].

Doktadne przyczyny powstania nowotworu jelita grubego nie sg ostatecznie poznane,
chociaz wyr6znia si¢ kilka kategorii czynnikow ryzyka. Zalicza si¢ do nich:

e epidemiologiczne;

e s$rodowiskowe, w tym dietetyczne;

e wspotwystepowanie niektorych chordb np. wystepowanie polipow gruczolakowych,
stany zapalne jelit;

e genetyczne i epigenetyczne [2].

Do przyczyn epidemiologicznych mozna zaliczy¢ wiek. Wyzsze ryzyko zachorowania
na raka jelita grubego wystepuje u oséb powyzej 65 roku zycia (u mezczyzn 59%, a u kobiet
63% wzrost ryzyka). Zaobserwowano rowniez, ze powyzej 50-tego roku zycia nowotwor
jelita grubego wystepuje od 4 do 8 lat wczesniej u mezezyzn niz u kobiet [3]. Badania
populacyjne pokazaty, ze hormonalna terapia zastepcza ma ochronny efekt u kobiet w wieku
postmenopauzalnym we wszystkich stg¢zeniach 1 dawkach. Badania te sugeruja korzystny
wplyw 17-B-estradiolu w hamowaniu rozwoju raka jelita grubego [4, 5]. Nadwaga oraz
zmniejszona aktywno$¢ fizyczna rowniez zostaty zaklasyfikowane jako potencjalne
przyczyny rozwoju raka jelita grubego [6, 7]. Zréznicowang zachorowalno$¢ na raka jelita
grubego obserwuje si¢ takze biorgc pod uwage czynniki geograficzne. W Europie najwigksza
zapadalno$¢ na nowotwor jelita grubego wystepuje w rejonach poédinocnych. Badania
migracyjne ludnosci wykazaty, ze liczne czynniki srodowiskowe, w tym nawyki Zzywieniowe,
odrywaja bardzo wazna role¢ w etiologii raka jelita grubego. Dieta oparta na zywnosci
wysokoprzetworzonej, bogata w krwiste migso i thuszcze zwierzece, a uboga w wapn, kwas

foliowy 1 btonnik sprzyja zwigkszonej zapadalno$ci na opisywany typ nowotworu [8-11].
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Taki sposob odzywiania niekorzystnie wptywa na flor¢ bakteryjng, wydtuza czas pasazu
pokarmu przez jelito grube i sprzyja powstawaniu zwigzkow bedacych prekursorami
karcynogenow. Podobnie czynnikiem ryzyka jest palenie tyotniu oraz nadmierne spozywanie
alkoholu [10].

Zalezno$¢ wystepowania raka jelita grubego ze stanami zapalnymi jelit zostata po raz
pierwszy opisana w 1925 roku [12]. CRC nadal odpowiada za 10-15% zgonow wsrod osob
ze zdiagnozowanym nieswoistym zapaleniem jelit [12, 13]. Pomimo ewidentnego powigzania
chorob zapalnych jelit z zachorowalnoscig na CRC, podstawy molekularne tego procesu oraz
jego patobiologia wcigz pozostajg tematem intensywnych badan naukowych [14, 15].
Zwrocono takze uwage na zwigkszone ryzyko wystepowania choroby nowotworowej przy
ostrym i dlugim czasie trwania zapalenia [16-18]. U osob z dtugoletnig historig choroby
wrzodziejacego zapalenia jelita ryzyko zachorowania na raka jelita grubego moze by¢ nawet
20-krotnie wyzsze [19].

Okoto 85% przypadkow raka jelita grubego (w tym 90% sporadycznych CRC) wynika
ze zmian o charakterze gruczolakéw majacych makroskopowo posta¢ polipa [20]. Moga one
ulec przemianie nowotworowej. Polipy sa rozrostami blony $luzowej $cian jelita grubego,
skierowanymi do $wiatta jelita. Ryzyko rozwoju CRC zalezy od wielkosci, liczby
i charakterystyki histopatologicznej polipdw. Ze wzgledu na budowg histologiczng wyr6znia
si¢ nastepujace typy polipow:

e hiperplastyczne (metaplastyczne) - nie posiadaja cech atypii komorkowe;;
e zapalne;
e powstajace z zaburzen rozwojowych (hamartomatyczne);
e gruczolakowe:
- gruczolaki cewkowe (tac. adenoma tubulare)
- gruczolaki kosmkowe (tac. adenoma villosum)
- gruczolaki cewkowo-kosmkowe (tac. adenoma tubulovillosum)
- gruczolaki zabkowane (serrated adenoma) - facza cechy polipoéw hiperplastycznych
i gruczolakow [20].

Najwigksze ryzyko rozwoju CRC ma miejsce w przypadku polipow o budowie
kosmkowej (29-70%), cewkowo-kosmkowej (19%) i cewkowej (5-10%) [20]. Udowodniono
takze istnienie zalezno$ci pomiedzy wielko$cig polipa a wystepowaniem CRC. U osoby,
u ktoérej wykryto polipa o Srednicy ponizej 1 cm ryzyko przej$cia nowotworu w forme
zto$liwg wynosi ponizej 1%, jednak przy srednicy powyzej 2 cm wzrasta do niemal 50% [1].
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Nagromadzenie duzej iloSci polipéw jest charakterystyczne dla genetycznie
uwarunkowanego zespotu gruczolakowatosci rodzinnej (ang. familial adenomatous polyposis,
FAP) [21, 22]. Nieleczony FAP prowadzi do rozwoju ogniska nowotworowego (odpowiada
za 0,5% wszystkich zachorowan na raka jelita grubego). Jest to choroba dziedziczona
autosomalnie, dominujgco, zwigzana z mutacjami w genie APC (ang. Adenomatous Polyposis
Coli) [21]. Gen APC jest zaliczany do genow supresorowych i odgrywa istotng rolg w §ciezce
sygnatowej WNT. Do tej pory oznaczono ponad 300 mutacji genu APC zaangazowanych
w rozw0j zespotu gruczolakowato$ci rodzinnej [21, 22]. Wigkszo$¢ z nich powoduje
powstanie skroconego biatka APC, co skutkuje zaburzeniem regulacji Szlaku WNT
i aktywacja wielu protoonkogenow [21]. U nosicieli mutacji genu APC stwierdza si¢ czgsto
rowniez wyzsze ryzyko rozwoju nowotworu zotadka i jelita cienkiego. Objawami
pozajelitowymi FAP sa guzy desmoidalne, rak tarczycy, charakterystyczne wyrosla kostne
i zmiany w siatkowce oka (zesp6t Gardnera) [21, 22].

Innymi typami genetycznie uwarunkowanych zespotow polipowatosci zwigzanych
z powstawaniem ogniska nowotworowego raka jelita grubego stanowigcych ponizej 0,5%
wszystkich zachorowah jest zespot Putza-Jeghersa, polipowato§¢ mnoga mtodziencza
czy polipowato$¢ zwigzana z mutacja w genie kodujacym glikozydazg DNA zaangazowanag
w proces naprawy uszkodzen oksydacyjnych DNA, MUTYH (ang. mutY homolog) [22, 23].
Zespot Peutza-Jeghersa, cechujacy si¢ wystgpowaniem plam soczewicowatych na skorze
warg 1 palcoéw oraz polipoéw typu hamartomatycznego, w 40% moze zwigksza¢ ryzyko
wystgpienia CRC oraz innych nowotworow [23]. Polipy typu hamartomatycznego wystepuja
rowniez w przypadku polipowatosci mnogiej mtodzienczej 1 moga zwigksza¢ zachorowalnos¢
na raka jelita grubego nawet o 70% [24].

Z kolei dziedziczny rak jelita grubego bez polipowatosci (ang. hereditary non-
polyposis colorectal cancer, HNPCC) inaczej zesp6t Lyncha stanowi do 5% wszystkich
przypadkéw CRC. HNPCC jest zwigzany z mutacjami gendw zaangazowanych w naprawe
DNA, najczesciej hMLH1 (ang. human mutL homolog 1) i hMSH2 (ang. human mutS
homolog 2), hMSH6 (ang. human mutL homolog 6) i PMS2 (ang. postmeiotic segregation
increased 2).

Wyrdznia si¢ dwa typy HNPCC:
e zespot Lyncha | - wystgpowanie tylko raka jelita grubego;

13
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e zespOt Lyncha II - wystepowanie raka okreznicy oraz innych typoéw nowotworow
(m.in. raka trzonu macicy, jajnika, piersi, zoladka, jelita cienkiego, watroby, drog
zotciowych, drog moczowych a takze chtoniakow).

Ze wzgledu na brak swoistych cech fenotypowych HNPCC jest rozpoznawany na podstawie
przeprowadzonych wywiadow rodzinnych wg kryteriow amsterdamskich, w ktorych:
e rak jelita grubego wystepuje u co najmniej trzech krewnych, z ktorych jeden jest

W pierwszym stopniu pokrewienstwa, gdy wszystkic przypadki raka =zostaty

zweryfikowane histopatologicznie;

e co najmniej dwie sposrdd tych oséb to krewni pierwszego stopnia w dwoch rdéznych
pokoleniach;
e przynajmniej u jednej z tych os6b rozpoznano raka jelita grubego przed
pigédziesigtym rokiem zycia;
e U badanej osoby wykluczono FAP [25].
Obecnie zaleca si¢ rowniez badanie wystepowania niestabilno$ci mikrosatelitarnego DNA
oraz zmian ekspresji genéow podlegajacych mutacji w HNPCC [25].

Rodzinny rak jelita grubego (ang. familial colorectal cancer; FCC) stanowi okoto
kilkunastu procent wszystkich zachorowan na CRC [20]. Sg to przypadki, u ktoérych pomimo
zdiagnozowania wsrdd krewnych raka jelita grubego uklad zachorowan nie odpowiada
dziedzicznym zespotom predyspozycji takim jak np. HNPCC czy FAP. Uwaza sig¢, ze gtowna
rolg w zachorowalnosci na FCC odgrywaja wspélne dla danej rodziny czynniKi
srodowiskowe (np. podobne nawyki zywieniowe) oraz nieokre§lone dotad doktadnie

uwarunkowania genetyczne [20].

1.2. Patomorfologia raka jelita grubego

1.2.1. Klasyfikacja histopatologiczna raka jelita grubego
Klasyfikacja histologiczna nowotworow jelita grubego wedtug Swiatowej Organizacji
Zdrowia wyrdznia [20]:
1. Nowotwory pochodzenia nabtonkowego (epithelial tumors):
e gruczolak (adenoma)
- cewkowy (tubulare)
- kosmkowy (villosum)

- kosmkowo-cewkowy (tubulo-villosum)
14
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- zabkowany (serrated)
srodnabtonkowa dysplazja zwigzana z przewlektymi chorobami zapalnymi:
- niskiego stopnia (low-grade glandular intraepithelial dysplasia)
- wysokiego stopnia (high-grade glandular intraepithelial dysplasia)
rak (carcinoma):
- rak gruczotowy (adenocarcinoma)
- rak gruczotowy sluzotworczy (adenocarcinoma mucinosum)
- rak sygnetowokomorkowy (signet-ring cell carcinoma)
- rak drobnokomaorkowy (carcinoma microcellulare)
- rak tuskowokomorkowy (squamous cell carcinoma)
- rak gruczotowo-tuskowy (adenosquamous carcinoma)
- rak rdzeniasty (medullary carcinoma)
- rak niezréznicowany (carcinoma nondifferentiatum)
rakowiak (carcinoid) — dobrze zréznicowany nowotwor endokrynny:
-EC-cell — nowotwor produkujacy serotoning
-L-cell — nowotwor produkujacy peptydy
-inne

rakowiako-gruczolako-rak (carcinoid-adenocarcinoma)

2. Nowotwory pochodzenia nienabtonkowego:

ttuszczak (lipoma)

miegs$niak gltadkokomorkowy (leiomyoma)

nowotwor podscieliskowy (gastrointestinal stromal tumor — GIST)
mig$niakomiesak gtadkokomorkowy (leiomyosarcoma)
naczyniakomigsak (angiosarcoma)

miesak Kaposiego (Kaposi sarcoma)

czerniak ztosliwy (melanoma malignum)

inne

3. Chtoniaki (lymphoma)

4. Polipy nienowotworowe:

polip hiperplastyczny
polip Peutza-Jeghersa

polip mtodzienczy
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90% spotykanych sporadycznych rakow jelita grubego ma posta¢ raka gruczotowego
(gruczolakorakow).
Makroskopowo wyrdznia si¢ cztery typy zaawansowanego CRC:

e polipowaty;

e owrzodzialy i grzybiasty;

e owrzodzialy i zwezajacy;

e rozlegle naciekajacy.

1.2.2. Klasyfikacja Dukesa
Klasycznym podziatem Kliniczno-patomorfologicznego zaawansowania raka jelita
grubego jest skala Dukesa [26].

Klasa Opis
A nowotwor nie przekracza $ciany jelita
B nowotwor przekracza $ciang jelita do surowicowki lub tkanki thuszczowej
okotoodbytniczej
C przerzuty w wezlach chtonnych
D przerzuty odleglte

1.2.3. Klasyfikacja TNM

W ocenie stopnia zaawansowania raka jelita grubego czesto wykorzystywana jest
klasyfikacja TNM wg AJCC (ang. American Joint Committee on Cancer), opierajaca si¢
na ocenie trzech cech:

T (ang. tumor) - okreslajacej gtebokos¢ naciekania guza pierwotnego,
N (ang. noduli) - okreslajacej stan regionalnych weztéw chtonnych,
M (ang. metastases) - potwierdzajacej lub wykluczajacej wystepowanie przerzutow

w narzadach odlegtych [20].

T — guz pierwotny

X nie mozna oceni¢ guza pierwotnego

TO nie stwierdza si¢ guza pierwotnego

carcinoma in situ — komoérki nowotworowe widoczne w nabtonku, naciek nie
Tis | przekracza btony podstawnej lub blaszki wtasciwej btony §luzowej, nie stwierdza si¢
przekraczania blaszki migsniowej btony sluzowe;j
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Tl guz nacieka bton¢ podsluzowa
T2 guz nacieka warstwe migsniowa
T3 guz_ nacieka przez warstwe mi¢sniowa do warstwy podsurowicéwkowej lub do
niepokrytych otrzewna tkanek okotookre¢zniczych badz okotoodbytniczych
guz nacieka przez ciggto$¢ innych tkanek i narzadow lub przerasta otrzewna;
T4 | naciekanie przez cigglos¢ dotyczy tez innych okolic jelita grubego zajetych w wyniku
przerastania btony surowiczej (np. naciekanie petli esicy przez raka odbytnicy)
N — okoliczne wezly chlonne
NX nie mozna oceni¢ okolicznych weztéw chlonnych
NO regionalne wezty chtonne bez przerzutéw nowotworu
N1 przerzuty nowotworu w 1-3 regionalnych weztach chtonnych
N2 przerzuty nowotworu w 4 1 wigcej regionalnych weztach chtonnych
M — przerzuty odlegle
MX nie mozna oceni¢ wystepowania przerzutéow odlegtych
MO nie stwierdza si¢ przerzutow odleglych
M1 stwierdza si¢ przerzuty odlegte

1.3. Hipoksja guzow litych

Tlen jest w stanie dyfundowac¢ z naczyh krwiono$nych na odleglos¢ ok. 150 um nim

zostanie wykorzystany w procesach metabolicznych [27]. W trakcie zwigkszania masy guza

odlegtos¢ komorek nowotworowych od naczyn krwiono$nych wzrasta. Ponadto nowe

naczynia powstajagce w poblizu ogniska nowotworowego s3a najczescie] wyksztalcone

nieprawidtowo strukturalnie i funkcjonalnie [28, 29]. Stad w trakcie procesu nowotworzenia

czesto pojawia si¢ obnizone cis$nienie parcjalne tlenu w komoérkach (< 7 mmHg; < 1% Oy)

zwane hipoksja. Warunki zmniejszonej podazy tlenu wymuszaja na komorkach procesy

adaptacyjne. Wsrod nich nalezy wymieni¢ przystosowanie do beztlenowego metabolizmu,

nasilenie proceséw replikacyjnych, neowaskularyzacje, zwigkszong inwazyjnos$¢ i migracje

[30]. Wyniki badan podstawowych i klinicznych potwierdzaja, ze komorki znajdujace sie

w stanie hipoksji wykazujg bardziej ,,agresywny fenotyp”, maja wiekszy potencjat

do przerzutowosci oraz charakteryzujg si¢ zwigkszong odpornoscig na chemio- i radioterapig.
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Promieniooporno$¢ tych komoérek wynika bezposrednio z braku tlenu niezbgdnego
do powstawania wolnych rodnikow, ktére mogtyby uszkadza¢ DNA naswietlanych komoérek
[31]. Brak odpowiedzi na chemioterapi¢ w przypadku komorek nowotworowych w stanie
hipoksji jest prawdopodobnie spowodowany brakiem tlenu niezbednego do dziatania
niektorych lekow cytostatycznych oraz zmniejszong dystrybucja lekéw do regionow stabo
unaczynionych [32].

Kluczowym elementem odpowiedzi organizmu na stan hipoksji jest wzrost ekspresji

genu HIF, kodujacego czynnik indukowany hipoksjg HIF (ang. hypoxia inducible factor).

1.3.1. HIF-a

Czynnik transkrypcyjny HIF zostal odkryty w 1992 roku przez zespot Semenza i wsp.
podczas badan nad regionem promotorowym genu erytropoetyny (EPO) [33]. Okazato sig,
ze za indukcje ekspresji EPO odpowiada HIF. Dalsze badania potwierdzity jego kluczowa
role w pierwotnej odpowiedzi transkrypcyjnej na stres wywotany hipoksja [30].

HIF jest heterodimerem zbudowanym z podjednostki wrazliwej na stgzenie tlenu,
HIF- o oraz podlegajacej konstytutywnej ekspresji, HIF- B, zwanej rowniez ARNT (ang. aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator) [30]. Podjednostki te nalezg do rodziny biatek
Per-Arnt-Sim (PAS). Posiadajg one w czg¢sci N-aminowej domene podstawowa helisa-petla-
helisa (ang. basic helix-loop-helix, hHLH) oraz domen¢ PAS (PAS-A i PAS-B)
odpowiedzialne za heterodimeryzacje i wigzanie z DNA [34]. W poblizu konca
karboksylowego biatka HIF sg zlokalizowane domeny transaktywacyjne: N-TAD i C-TAD
(ang. transactivation domain) [34]. Biatko HIF- B posiada tylko jedng domen¢ TAD. Domeny
TAD odpowiadajg za rekrutacj¢ koaktywatorow CBP/p300 do heterodimeru HIF-o/HIF-
w jadrze komoérkowym [34]. Wowcezas do kompleksu HIF moga przytaczy¢ si¢ inne czynniki
transkrypcyjne [34]. Domena N-TAD sasiaduje bezposrednio z zalezng od tlenu domeng
degradacyjng ODDD (ang. oxygen dependent degradation domain), ktoéra odgrywa kluczowsg
role w regulacji stabilnosci biatka HIF- o, [34].

Dotychczas wykryto trzy izoformy dla biatka HIF-a i HIF-B [35]. Wsrod HIF-B
wszystkie izoformy petnig ta sama funkcje, jednak w najwigkszej ilosci wystepuje HIF-1,
ktora moze dimeryzowaé z kazda izoformg biatka HIF-a: HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a [35].
Najlepiej poznanymi i wykazujacymi najwigksza aktywnos¢ transkrypcyjng sg HIF-1a i HIF-
20.. Funkcja HIF-3a nie jest wcigz doktadnie poznana, ale jednej z jej izoform przypisuje si¢
role inhibitora HIF-1a oraz HIF-2a [35]. Schemat struktury biatek HIF przedstawia rycina 1.
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bHLH PASA PAS B ODDD NAD CAD

HIF-1a - -

HIF-2a [ ] [ ]
HIF-3« -
TAD

HIF-1p/ -
ARNT
Rycina 1. Budowa i struktura HIF-1/2/3e oraz HIF-1B. hHLH-domena podstawowa helisa-petla-
helisa (ang. basic helix-loop-helix), PAS A-Per-Arnt-Sim A, PAS B- Per-Arnt-Sim B, ODDD- zalezna od tlenu

domena degradacyjna (ang. oxygen dependent degradation domain), NAD- N-terminalna domena
transaktywacyjna, CAD- C-terminalna domena transaktywacyjna.

Czynnik transkrypcyjny HIF wigze si¢ z DNA jako heterodimer zbudowany
podjednostki HIF-a z HIF-1B. HIF-a podlega regulacji posttranslacyjnej w przeciwienstwie
do konstytutywnie podlegajacej ekspresji podjednostki HIF-1B [36]. Na tej podstawie

przyjmuje si¢, ze aktywnos¢ czynnika HIF jest zalezna od funkcjonowania HIF- o [36].

1.3.2. Regulacja podjednostki HIF-a w zalezno$ci od dostepnosci tlenu.

Obnizone ci$nienie tlenu wywiera stabilizujace dzialanie na biatko HIF-o, natomiast
jego prawidlowe ci$nienie wywotuje efekt przeciwny, czyli rozpad biatka HIF-a [37]. Okres
pottrwania biatka HIF-a w warunkach normoksji wynosi ok. 5 minut [30]. Jednym
z pierwszych etapow degradacji HIF-a jest hydroksylacja aminokwaséw w obrgbie N- lub
C- koncowej domeny transaktywacyjnej z udzialem trzech hydroksylaz prolinowych (ang.
prolyl hydroxylases -PHD) i hydroksylazy asparaginianowej, zwanej czynnikiem hamujacym
HIF (FIH - ang. factor inhibiting HIF) [37].

PHD odpowiadaja za hydroksylacje dwoch reszt prolinowych w pozycjach 402 i 564
w obrgbie domeny ODDD biatka HIF-a [38]. Nastgpnie hydroksylowany czynnik HIF-a.
tworzy kompleks z biatkiem VHL (ang. von Hippel-Lindau tumor suppressor), bgdacym
czescig kompleksu ligazy E3 ubikwitynowej, co prowadzi do jego proteosomalnej degradacji
[39] (Rycina 2A). Do rodziny hydroksylaz prolinowych regulujacych stabilno$¢ biatka HIF
zaliczamy: PHD1, PHD2, PHD3 [39]. Nalezg one do grupy nichemowych dioksygenaz, ktore
wymagaja do swojej aktywnosci tlenu, dwuwartoSciowych jonow zelaza i a-ketoglutaranu.
Stad przy obnizonej zawarto$ci tlenu aktywno$¢ PHD spada, a wzrasta aktywnos¢ HIF.
Wszystkie izoformy PHD sa w stanie hydroksylowa¢ HIF-a, jednak PHD2 jest uwazana
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za najwazniejszg hydroksylaze. Wykazano, iz myszy pozbawione genu phd2 wykazujg liczne
defekty rozwojowe prowadzace do S$mierci, np. zaburzenia procesOw angiogenezy
i erytropoezy lub kardiomiopati¢ rozstrzeniowg, natomiast brak genu phdl czy tez phd3
nie jest letalny [39]. Specyficzno$¢ poszczegdlnych hydroksylaz wobec miejsc hydroskylacji
domeny ODDD oraz izoform biatka HIF- a zostata potwierdzona na przyktadzie PHD3, ktora
hydroksyluje proling w pozycji 564 oraz wykazuje wigksza aktywno§¢ wobec biatka HIF-2a
[40].

Kolejne biatko nalezace do rodziny dioksygenaz, czynnik hamujacy HIF (FIH)
odpowiada za hydroksylacje reszty asparaginowej domeny C-TAD w pozycji 803 [34].
Hydroksylacja w obrgbie tej domeny uniemozliwia wigzanie aktywatorow transkrypcji
CBP/p300 i zapobiega aktywacji genéw indukowanych hipoksja (Rycina 2B). Wykazano,
ze FIH funkcjonuje w warunkach umiarkowanej hipoksji, gdy PHD nie wykazuja juz
aktywnosci katalitycznej [41].

A

RCGT Gendocelowy

Ubikwitynacja | , Stabilizacja

> (prawidtowe pO2) (obnizone pO2) <
B ~ =
8 D
Z 2
5 5
3 2\

Gen docelowy

Zaburzone oddziatywanie
Z koaktywatorami — Al
\_ (prawictowe pO2) (obnizone pO2) y

Stabilizacja

Rycina 2. Regulacja stabilnosci podjednostki HIF-o poprzez hydroksylacje w zalezno$ci od dostepnosci
tlenu. A- uproszczony mechanizm dziatania PHD, B- uproszczony mechanizm dziatania FIH.
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W przypadku wystgpowania hipoksji, gdy aktywnos¢ katalityczna hydroksylaz zostaje
zahamowana, dochodzi do stabilizacji biatka HIF-o [30]. Wiaze si¢ to ze stabilizacja
podjednostki o biatka HIF, jej translokacja do jadra komodrkowego, dimeryzacja
z podjednostkyg B, zwigzaniem koaktywatorow CBP/p300 oraz aktywacjg ekspresji genow
indukowanych hipoksja [30] (Rycina 2). Geny indukowane przez HIF zawieraja
w promotorze jedng lub kilka, utozonych tandemowo sekwencji 5’-RCGTG-3” (R-puryna;
A lub G), zwanych elementami odpowiedzi na hipoksje — HRE (ang. hypoxia response
element) [30]. Do tej pory zidentyfikowano wicle genéw z sekwencja HRE w regionie
promotorowym zaangazowanych w takie procesy jak: adaptacja metabolizmu do warunkow
beztlenowych, neowaskularyzacja, erytropoeza, apoptoza, metabolizm glukozy czy regulacja
pH (Tabela 1).

Tabela 1. Wybrane geny indukowane przez HIF posiadajace sekwencje HRE w regionie promotora.

Proces Produkt genu Literatura
-heksokinaza
Enzymy glikolityczne | -dehydrogenaza mleczanowa [42-44]
-kinaza fosfoglicerynianowa
Adaptacja do gheery
warunkow Transporter glukozy GLUTYL, GLUT3 [42]
beztlenowych Regulacja pH
(w odpowiedzi na -anhydraza weglanowa 1X [45, 46]
zwickszona produkcje |  -transporter H'/mleczan ’
kwasu mlekowego)
Erytropoeza erytropoetyna [33]
-VEGF
_ Neowaskularyzacja -angiopoetyna 1 [47, 48]
Dostarczenie tlenu
-PDGF
-transferyna
Transport zelaza ] [49]
-ceruloplazmina
o -IGF-2
) Czynniki wzrostu [50, 51]
Regulacja apoptozy -TGF- B
Hamowanie apoptozy NPM [52]
Inwazyjnosé/ Metabolizm macierzy -UPAR
. [28, 53]
przerzutowos¢ zewnatrzkomoérkowe;j -MMP-2
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-PAI-1
-LOX

Inwazyjnos$¢/ -TGF-a
Inwazyjnos¢ [54, 55]
przerzutowos¢ -CXCR4

-SNAIL
TWIST [54, 56]
-HNF4A

Obnizenie aktywnos$ci

E-kadhedryny

GLUT1/GLUTS3- transporter glukozy 1/3 (ang. glucose transporter 1/3); VEGF-czynnik wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor); PDGF- ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet
derived growth factor); IGF-2- insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. insulin-like growth factor); TGF-B-
transformujacy czynnik wzrostu B (ang. transforming growth factor f); NPM- nukleofosmina (ang.
nucleophosmin); UPAR- aktywator plazminogenu (ang. plasminogen activator, urokinase receptor); MMP-2 —
metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomérkowej 2 (ang. matrix metallopeptidase 2); PAI-1 inhibitor aktywacji
plazminogenu (ang. plasminogen activator inhibitor type 1); LOX- oksydaza lizylowa (ang. lysyl oxidase); TGF-
o - transformujacy czynnik wzrostu o (ang. transforming growth factor o); CXCR4- receptor chemokin 4
z motywem C-X-C (ang. chemokine (C-X-C motif) receptor 4); TWIST- czynnik transkrypcyjny twist z domena
podstawowg helisa-petla-helisa (ang. twist basic helix-loop-helix transcription factor); HNF4A- czynnik jadrowy
hepatocytow (ang. hepatocyte nuclear factor 4).

1.4. Epigenetyka
Epigenetyka obejmuje dziedziczne, somatycznie (w niewielkim stopniu germinalnie)

mechanizmy zmiany ekspresji genow, ktore nie wynikaja ze zmian sekwencji DNA [57].
Do gtownych mechanizmow epigenetycznych zalicza si¢: metylacje DNA, potranslacyjne
modyfikacje histonow i dziatanie mikroRNA (miRNA) [57]. Modyfikacje histonow dotycza
gléwnie postraslacyjnych modyfikacji histonow rdzeniowych 1 obejmujg miedzy innymi
ich odwracalng: acetylacj¢, metylacjg¢, fosforylacj¢ i ubikwitynacj¢ [58]. Zmiany te sa
rozpoznawane przez odpowiednie biatka indukujace powstanie w danym regionie chromatyny
skondensowanej, nieaktywnej transkrypcyjnie (heterochromatyny) lub formy luznej
chromatyny, aktywnej transkrypcyjnie (euchromatyny) [58]. Z kolei miRNA sg ewolucyjnie
konserwatywng klasg matych (okoto 20 nukleotydowych), niekodujacych RNA, zdolnych
do wyciszania ekspresji gendw na poziomie posttranskrypcyjnym [59]. Dojrzate miRNA wraz
z kompleksem RISC (ang. RNA Induced Silencing Complex) wiaze si¢ do komplementarnych
sekwencji w rejonie 3> UTR docelowego mRNA. Obserwowanym efektem jest inhibicja
inicjacji lub elongacji translacji transkryptu docelowego przy niezmienionej ilo$ci jego
MRNA [59]. Zazwyczaj nie dochodzi do peilnej komplementarnosci pomigdzy miRNA,

a docelowym mRNA. Skutkiem tego pojedyncza czasteczka miRNA moze regulowac
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translacj¢ wielu mRNA. Ponadto translacja jednego mRNA moze by¢ regulowana przez wiele

réznych czasteczek miRNA [59].

1.4.1. Metylacja DNA

Metylacja DNA jest najlepiej poznanym mechanizmem zmian epigenetycznych,
polegajacym na poreplikacyjnej odwracalnej modyfikacji reszt cytozyny przy 5-tym weglu
pierscienia pirymidynowego [60]. Metylacja cytozyny w tancuchu DNA wystepuje gdy
znajduje si¢ ona w sasiedztwie guaniny, tzw. dinukleotydy CpG. Szacuje sie,
ze w ludzkim genomie jest okoto 56 milionow dinukleotydow CpG, z czego 60-80% z nich
podlega metylacji [61]. Dinukleotydy CpG moga by¢ rozrzucone w genomie lub wystepowac
w skupieniach w postaci tzw. wysp CpG. Wyspa CpG charakteryzuje si¢ dtugoscig minimum
550 par zasad oraz wspotczynnikiem CpG obserwowanych do CpG oczekiwanych roéwnym
co najmniej 0,65 [62]. Zaobserwowano rowniez, ze 70% wszystkich wysp CpG wystepuje
w regionach promotorowych genow [63]. Metylacja wysp CpG zlokalizowanych w regionach
promotorowych gendéw jest odpowiedzialna za wyciszanie ekspresji genu [64]. Obecnosé
metylowanej cytozyny uniemozliwia prawidtowe rozpoznanie miejsca wigzania na DNA
przez czynniki transkrypcyjne w obrebie promotora [64]. Ponadto obecno$¢ tej modyfikacji
epigenetycznej inicjuje taczenie biatek wiazacych 5-metylocytozyne (m°CpG) — MeCP
(ang. m°CpG binding protein) oraz zawierajacych domene¢ wiazaca m°CpG — MBD
(ang. m°CpG binding domain proteins) [65]. Wsrod biatek MeCP wyrézniamy MeCP1 oraz
MeCP2, ktore wiagza si¢ specyficznie z metylowanym DNA w obregbie catego genomu,
tworzac przestrzenng przeszkode dla wigzania czynnikoéw transkrypcyjnych [65]. Do rodziny
biateck MBD zalicza si¢ MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 oraz kompleks Kaiso [65].
Mechanizm dziatania tych bialek jest zwigzany z blokowaniem miejsca wigzania
dla czynnikéw transkrypcyjnych w obrebie sekwencji promotorowej lub tworzeniem
komplekséow z innymi biatkami bedacymi korepresorami, co w konsekwencji prowadzi
do powstania struktury heterochromatyny i tym samym zahamowania procesu transkrypcji
[66, 67].

Do gléwnych funkcji metylacji DNA, oprocz wptywu na ekspresje genow, zalicza si¢
réwniez pietnowanie rodzicielskie (ang. imprinting), inaktywacje chromosomu X, kontrole
rozwoju zarodkowego oraz ochrong stabilno$ci genomu poprzez wyciszanie sekwencji
powtorzonych (retrowiruséw, transpozonow DNA) [68-70].

Za metylacjc DNA odpowiadaja enzymy nalezace do rodziny metylotransferaz,
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DNMT (ang. DNA methyltransferases) [71]. Rozpoznajg one sekwencje palindromowg CpG
1 katalizuja przeniesienie grupy metylowej z donora, S-adenozylometioniny (SAM), na resztg
cytozyny. W reakcji powstaje 5-metylocytozyna oraz S-adenozylohomocysteina (SAH) [71]
(Rycina 3).

SAM
NH, (SAH-CHy) SAH NH,

H L \DNMT/ HSCﬁA

cytozyna 5-mety|ocytozyna

Rycina 3. Schemat reakcji metylacji cytozyny.
SAM- S-adenozylometionina, SAH- S-adenozylohomocysteina, DNMT- metylotransferaza DNA.

W rodzinie biatek DNMT mozna wyrézni¢ u czlowieka: DNMTI1, DNMT2,
DNMT3A, DNMT3B i DNMT3L [71]. DNMT]1 jest gtownie odpowiedzialna za utrzymanie
statego profilu metylacji w trakcie podzialdéw mitotycznych komorki poprzez metylacje po
replikacji hemizametylowanego DNA. Zdolnos¢ metylacji DNA de novo posiadajg DNMT3A
i DNMT3B, ktore odpowiadajg za utworzenie odpowiedniego profilu metylacji w trakcie
embriogenezy. DNMT3L jest biatkiem Kkatalitycznie nieaktywnym, jednak pemi rolg
regulacyjng wzglegdem dwodch pozostatych biatek typu DNMT3. Funkcja enzymu DNMT?2
nie zostala dotad doktadnie okreslona. DNMT2 charakteryzuje si¢ niska aktywnoscig
enzymatyczng wobec DNA, jednak ostatnie doniesienia sugeruja, ze moze odgrywac role
w metylacji tRNA [72].

Pomimo dobrze poznanego mechanizmu metylacji DNA, proces demetylacji DNA jest
wcigz przedmiotem intensywnych badan. Demetylacja DNA moze by¢ procesem pasywnym,
w ktorym DNMTT1 nie metyluje nowo powstajacego tancucha w trakcie replikacji na skutek
jego wyciszenia badz inhibicji enzymatycznej [73]. Juz ponad 50 lat temu opracowano
pierwsze analogi nukleozydow, ktore wykazuja dzialanie cytotoksyczne [74]. Dwa analogi
cytydyny, 5-azacytydyna i 5-aza-2’-deoksycytydyna (5-dAzaC) hamujg reakcje katalizowang
przez DNMT [74]. 5-dAzaC po ufosforylowaniu w komorkach do trifosforanu jest
wbudowywana w miejsce cytozyny do DNA [75]. Obecna w tancuchu DNA 5-dAzaC tworzy
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wigzanie kowalencyjne z reszta seryny w miejscu aktywnym DNMT1 i DNMT3Db,
co skutkuje inaktywacja enzymu [75, 76] .

Proces demetylacji DNA moze tez przebiega¢ na drodze enzymatycznej niezaleznie
od cyklu komorkowego, tzw. demetylacji aktywnej [73]. Dotychczas zaproponowano kilka
mechanizmow aktywnej demetylacji DNA, takich jak:

e usuwanie grupy metylowej z udziatem biatka z rodziny MBD2b;

e wyciecie 5-metylocytozyny i zastgpienie jej cytOzyng przez system naprawczy typu
wycinanie zasad, BER (ang. base excision repair);

e deaminacja 5-metylocytozyny do tyminy z udzialem biatek AID/APOBEC (ang.
activation induced deaminase/ apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide), a nastgpnie przywrocenie pary G-C w wyniku dziatania systemu
naprawczego BER [73, 77].

Dodatkowo, w 2009 roku zidentyfikowano rodzing biatek Tet, ktére w warunkach
in vitro sg3 w stanie katalizowa¢  przeksztalcenie  5-metylocytozyny  do
5-hydroksymetylocytozyny (5-hmC) [78]. Uwaza si¢, ze biatka Tet i 5-hmC moga
dwukierunkowo wplywacé na proces aktywnej demetylacji DNA. Pierwszy model zaktada,
ze 5-hmC nie jest rozpoznawana przez biatka z rodziny MBP, co moze skutkowac
demetylacja pasywna w trakcie replikacji [79]. Druga teoria zaktada, ze powstajgca w wyniku
dziatania biatek Tet 5-hydroksymetylocytozyna jest produktem posrednim aktywnej

demetylacji DNA, ktora przebiega z zaangazowaniem systemu naprawczego BER [79].

1.5. Karcynogeneza jelita grubego z uwzglednieniem roli metylacji DNA

W  ostatnich latach zwraca si¢ szczegdlng uwage na wspoélistnienie zmian
epigenetycznych w rozwoju raka jelita grubego, ktory przestat by¢ traktowany tylko jako
nowotwor spowodowany czynnikami genetycznymi.

W szlaku rozwoju sporadycznego raka jelita grubego wyrdznia si¢ trzy schematy:
szlak sekwencyjny rozwoju gruczolak-rak, zwigzany z niestabilnoscia mikrosatelitarng
(ang. Microsatelite instability-MSI), przemiana z polipa hiperplastycznego poprzez
zabkowanego gruczolaka do raka oraz CRC o fenotypie metylatora wysp CpG (ang. CpG
island methylator phehotype, CIMP). Pierwszy z wymienionych schematéw zostal
zaproponowany w 1990 roku przez Fearona i Vogelsteina [80]. Ta hipoteza zaklada
wystepowanie kolejnych zmian genetycznych poczawszy od mutacji w genie APC. Mutacje

w tym genie s3 zwigzane z opisanym w rozdziale 1.1 zespolem FAP, jednak sa
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identyfikowane réwniez u okoto 80% pacjentéw ze sporadycznym rakiem jelita grubego [81].
Co wigcej, u wigkszosci przypadkoéw sporadycznego raka jelita grubego spotyka si¢ mutacje
genu KRAS (ang. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), TP53 i SMAD4 [82]. Produkt
genu KRAS nalezacy do rodziny malych bialek Ras jest zlokalizowany w blonie
cytoplazmatycznej i wykazuje aktywnos¢ GTP-azy. Na skutek mutacji (wykrytych
we wczesnych etapach rozwoju gruczolaka i raka) dochodzi do zaburzenia struktury domeny
GTP 1 stalego przekazywania sygnatu do wnetrza komorki w kierunku aktywacji proliferacji
i inhibicji apoptozy [82]. Mutacje w obrebie genu SMAD4 obserwowane w raku jelita
grubego rowniez prowadzg do aktywacji szlakow sygnalnych przez co wptywaja na wzrost
i réznicowanie komorek [82]. Ostatnim etapem progresji nowotworowej modelu raka jelita
grubego zaproponowanego przez Fearona i Vogelsteina jest uszkodzenie funkcji produktu
biatkowego genu supresorowego TP53. Uszkodzenie funkcji biatka p53 powoduje kumulacje¢
zmian genetycznych w kolejnych pokoleniach [82].

Drugg grupg stanowig nowotwory o fenotypie MSI. Zaliczamy do nich okoto 15%
wszystkich nowotworéw raka jelita grubego w tym dziedziczone genetycznie, HNPCC,
opisane w rozdziale 1.1. Nowotwory sporadyczne oraz dziedziczny zesp6t Lyncha
sa zwigzane zaburzeniami genow zaangazowanych w naprawe¢ DNA, takich jak MLHI,
MSH2, MSH6 oraz PMS2 [82]. Jednak mechanizm molekularny odpowiedzialny za powstanie
MSI w sporadycznych CRC i HNPCC jest odmienny. W HNPCC dochodzi do mutacji
w genach odpowiedzialnych za naprawe DNA, z kolei w sporadycznych obserwowana jest
zwigkszona metylacja DNA regionu promotorowego (hipermetylacja) wyzej wymienionych
genoéw. Ponadto u okoto 80% przypadkéw MSI w trakcie rozwoju zgbkowanego gruczolaka
obserwuje si¢ mutacje protonkogenu BRAF (ang. v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B) [83]. Nowotwory CRC, w ktorych nie obserwuje si¢ MSI, nazywane sg
mikrosatelitarnie stabilnymi (ang. microsatelite stable, MSS).

Zmiany wzoru metylacji DNA sg powszechnie obserwowane przede wszystkim
w trzecim modelu karcynogenezy CRC, CIMP. Dochodzi woéwczas do wyciszenia poprzez
metylacje DNA genoéw supresorowych, np. CDKN2A (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor
2A), MLH1, MGMT (ang. O-6-methylguanine-DNA methyltransferase), HPP1 (ang.
hyperpigmentation, progressive, 1) [83]. Prowadzi to do zaburzenia procesow podziatow
komoérkowych oraz apoptozy. Wielokrotnie obserwuje si¢ réwniez obnizenie zawartosci
5-metylocytozyny w genomie (hipometylacja). Hipometylacja genomu obserwowana juz na
etapie wczesnego gruczolaka dotyczy gtownie satelitarnego i pericentromerycznego rejonu
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chromosomu. Skutkiem tego jest niestabilno$¢ chromosomowa (ang. chromosome instability,
CIN). Ponadto hipometylacja moze spowodowac zaburzenie prawidlowej struktury genu,
ekspresji wyciszonych dotychczas alternatywnych form mRNA, aktywacji protoonkogendéw
oraz reaktywacji retrotranspozonéw. Istotne bylo odkrycie, ze profil metylacji DNA
nowotworu jest charakterystyczny dla pochodzenia guza, jego typu i stopnia zaawansowania
[84]. Geny, ktorych poziom metylacji DNA ulega zmianie w trakcie karcynogenezy jelita
grubego zostalty wybrane dla klasyfikacji nowotworéw do grupy CIMP+ (obecna
hipermetylacja wybranych genow w tkance nowotworowej) lub CIMP- (brak hipermetylacji
wybranych genow w tkance nowotworowej) [85]. Lista genoéw, ktora stuzy do klasyfikacji
CIMP wcigz pozostaje otwarta i jest modyfikowana w oparciu o najnowsze wyniki badan
metylacji DNA genéow zaangazowanych w progresj¢ CRC. Model zmian zachodzacych
trakcie karcynogenezy CIMP ,przeplata si¢” ze zmianami obserwowanymi w szlaku
klasycznym gruczolak-rak oraz MSI (Rycina 4).

Metylacja MGMT iinnych genéw
supresorowych

143

G i

1

Mutacja APC Mutacja KR4S  Mutacja SMAD4 Mutacja P33

Metylacja MLHI Metylacja genow supresorowych

ST RER

Tt 1 1

Mutacja MLHI* Mutacja BRAF Mutacja P33

Rycina 4. Model zmian genetycznych i epigenetycznych zachodzacych w trakcie karcynogenezy jelita
grubego. Zaznaczono mutacje i metylacje jedynie wybranych genéw. APC- (ang. Adenomatous Polyposis Coli),
KRAS- (ang. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), MGMT- (ang. O-6-methylguanine-DNA
methyltransferase), MLH1- (ang. human mutL homolog 1), BRAF - (ang. v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B). *- mutacja w HNPCC.
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2. ZALOZENIA I CEL PRACY

Kilka niezaleznych grup badawczych potwierdzito zmienng zawartos¢ hydroksylaz
oraz czynnika HIF pomi¢dzy tkanka histopatologicznie niezmieniong a nowotworowa w raku
sutka, prostaty i ptuc [86-88]. Mechanizm, za pomoca ktorego te geny moga by¢ regulowane
pozostaje niewyjasniony. Co ciekawe, geny PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF-/a i HIF-2a
zawieraja wyspe CpG w regionie promotorowym. Wykazano, ze podobnie do mutacji
genetycznych, hiper- lub hipometylacja sekwencji regulatorowych genéw moze spowodowaé
zmiang ekspresji genow W roéznych typach nowotworow, w tym raku jelita grubego [60].

Celem pracy doktorskiej jest weryfikacja hipotezy o wplywie metylacji DNA
w obrebie sekwencji rozpoznawanych przez czynniki transkrypcyjne na ekspresj¢ genow
PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF-/a i HIF-2a w raku jelita grubego.

Cel pracy doktorskiej jest realizowany w ramach nastepujacych zadan:

e analiza ekspresji genéw PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF-/a i HIF-20. na poziomie
mRNA i biatka w pierwotnej tkance nowotworowej 1 histopatologicznie
niezmienionej, pobranej od 90 pacjentow z rakiem jelita grubego;

e analiza poziomu metylacji DNA regionu promotorowego genéw PHD1, PHD2,
PHD3, FIH, HIF-/a i HIF-2a w pierwotnej tkance nowotworowej i histopatologicznie
niezmienionej, pobranej od 90 pacjentow z rakiem jelita grubego;

e analiza korelacji metylacji DNA w obrebie wyspy CpG z ekspresjg wybranych genow
w materiale klinicznym;

e analiza poziomu metylacji DNA i ekspresji genéw PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF-
la, HIF-20. w ustalonych liniach komérkowych raka jelita grubego HCT116 i DLD-1
w warunkach normoksji i hipoksji;

e analiza wptywu inhibitora metylotransferaz DNA, 5-aza-2-deoksycytydyny,
na ekspresj¢ wybranych genéw w ustalonych liniach komoérkowych raka jelita

grubego HCT116 i DLD-1 w warunkach normoksji i hipoksji.
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3.1. Material kliniczny

Grupe badang stanowito 90 pacjentow ze zdiagnozowanym pierwotnym
gruczolakorakiem jelita grubego. Chorzy byli leczeni operacyjnie w Wielospecjalistycznym
Szpitalu Miejskim im. Jozefa Strusia przy ul. Szwajcarskiej (Katedra Chirurgii Ogolnej
i Kolorektalnej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu). Tkanka histopatologicznie
niezmieniona jelita grubego zlokalizowana co najmniej 10-20 cm od miejsc zmienionych
nowotworowo zostala pobrana od tych samych pacjentow. Pobrane wycinki tkankowe byty
natychmiast zamrazane w cieklym azocie 1 przechowywane w temperaturze -80°C
do momentu izolacji RNA, DNA i biatka. Klasyfikacja histopatologiczna, w tym stopien
ztosliwosci histologicznej i stadium nowotworu, (TNM; AJCC 2010) zostata przeprowadzona
przez do$wiadczonego patologa. Zaden z pacjentéw nie otrzymywat przedoperacyjnej
chemio- lub radioterapii. Badania uzyskaty akceptacje Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata nr 1001/09).

Charakterystyka kliniczna pacjentow zostata przedstawiona w tabeli 2.

Tabela 2. Charakterystyka kliniczna pacjentow

Charakterystyka Liczba pacjentéw

Laczna liczba pacjentow 90

Pleé¢ (Kobiety/Mezczyzni) 41/49
Srednia wieku (min-maks) w momencie operacji 68.60 (min-maks)
(lata)
Lokalizacja
okreznica proksymalna
(katnica - okreznica wstepujaca i poprzeczna 32

z zagieciem watrobowym)

okreznica dystalna

RS . . 18
(zagigcie $ledzionowe-esica)
Odbytnica 40
Stopien ztosliwosci histologicznej

Gl 3

G2 65

G3 22

Skala Dukesa

A 8

B 35

C 47

Stadium nowotworu

T1 4

T2 10

T3 65

T4 11
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3.2. Ustalone linie komérkowe raka jelita grubego HCT116 i DLD-1

Ustalong lini¢ komorkowa raka jelita grubego DLD-1 otrzymano z banku linii

komorkowych American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville, MD) natomiast lini¢

komoérkowg HCT116 otrzymano dzieki uprzejmosci Zaktadu Radiobiologii Doswiadczalne;j

I Klinicznej Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie w Gliwicach. Charakterystyka

oraz specyfikacja genetyczna obu linii jest dostgpna na stronie internetowej ATCC,

www.lgcstandards-atcc.org.

3.3. Odczynniki i sprzet laboratoryjny

3.3.1. Hodowla komérkowa
Odczynniki:

Medium hodowlane DMEM
Medium hodowlane McCoy

PBS

Trypsyna

Roztwor antybiotykowy I przeciwgrzybiczny
Surowica ptodowa bydlgca (FBS)
5-aza-2’-deoksycytydyna (5-dAzaC)
wodoroweglan sodu

Sprzet:

Komora laminarna

Inkubator do hodowli komorek

Inkubator do hodowli komérek w war. hipoksji

Komora Biirkera

- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
-Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
-Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
-Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
-Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
-Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
-Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)

-NuAire Inc. (Plymouth, MN)
-NuAire Inc. (Plymouth, MN)
- Sanyo (Wood Dale, IL)
-Beckam Coulter Inc. (USA)

3.3.2. Izolacja oraz pomiar stezenia RNA, DNA i bialka

Odczynniki:

Woda dejonizowana

Tri Reagent

Bufor do izolacji bialek RIPA

Protein Assay (Odczynnik Bradforda)

Woda traktowana eterem dietylowym

- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)

- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)

- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)

- Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA)
- BioShop Inc. (Ontario, Kanada)
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kwasu pirowgglowego (DEPC)
Koktajl inhibitoréw proteaz - Roche Diagnostics GmbH,

(Mannheim,Niemcy)

Chloroform - Polskie Odczynniki Chemiczne
Alkohol izopropylowy - Polskie Odczynniki Chemiczne
Alkohol etylowy - Polskie Odczynniki Chemiczne
Zestaw do izolacji genomowego DNA - Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
Proteinaza K (20 mg/ml) - BioBasic Inc. (Ontario, Kanada)
Standard biatkowy BSA 1mg/ml - Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
Sprzet.

Wiréwka z chtodzeniem (Centrifuge 5804R) - Eppendorf AG (Niemcy)
Termoblok (Thermomixer Comfort) - Eppendorf AG (Niemcy)
Spektrofotometr (Bio Photometer) - Eppendorf AG (Niemcy)

Komora laminarna (BioAir Aura Mini) - Euroclone (Milan,Wtochy)
Spektrofotometr (NanoDrop1000) - Eppendorf AG (Niemcy)

3.3.3. Elektroforeza kwas6w nukleinowych w Zelu agarozowym

Odczynniki:

Agaroza - BioShop Inc. (Ontario, Kanada)

10xstezony koncentrat buforu TBE - BioShop Inc. (Ontario, Kanada)

Bromek etydyny - BioShop Inc. (Ontario, Kanada)

Marker wielkosci DNA (GeneRuler 100bp) - ThermoScientific Inc. (Waltham, MA)

Bufor obcigzajacy 6xSB do DNA i RNA - ThermoScientific Inc. (Waltham, MA)

Zestaw do izolacji DNA z zelu agarozowego - Roche Diagnostics GmbH,
(Mannheim,Niemcy)

Sprzet:

Aparat do elektroforezy (multiSub Maxi) - Biocom (San Diego, CA)

Zasilacz (Elite 300) - Wealtec Corp. (Sparks, NV)

System dokumentacji zeli (MiniBis Pro) - DNR Bio-Imaging Systems (lzrael)

3.3.4. Deaminacja genomowego DNA
Odczynniki:
Zestaw do deaminacji genomowego DNA - Zymo Research Corp. (Irvine, CA)
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Woda dejonizowana

Sprzet:

Termoblok (Thermomixer Comfort)
Wiréwka (Centrifuge 5418)
Spektrofotometr (NanoDrop 1000)

- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)

- Eppendorf AG (Niemcy)
- Eppendorf AG (Niemcy)
- Eppendorf AG (Niemcy)

3.3.5. Przygotowanie i transformacja komérek kompetentnych E. coli szczepu TOP10

Odczynniki:

Zestaw do izolacji plazmidowego DNA
Izopropylotiogalaktozyd (IPTG)
X-Gal

pGEM-T Easy Vector System

Woda dejonizowana

Pozywka bakteryjna ptynna LB Broth
Pozywka bakteryjna stala LB Agar
C,H3KO,

RbCl

CaCl,

MnCl,

Bufor MOPS

Ampicylina

NP-40

Glicerol

Komorki bakteryjne E. coli szczep TOP10
Sprzet:

Termoblok (Thermomixer Comfort)
Wiréwka (Centrifuge 5418)
Spektrofotometr (Bio Photometer)
Mieszadto magnetyczne (MMS-3000)
Aparat do pomiaru pH

Komora do pracy z bakteriami
Cieplarka do hodowli bakterii
Wiytrzasarka do hodowli bakteryjnych

- Promega (Sunnyvale, CA)

- Promega (Sunnyvale, CA)

- Promega (Sunnyvale, CA)

- Promega (Sunnyvale, CA)

- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
- Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
- Polskie Odczynniki Chemiczne

- Invitrogen (Grand Island, NY)

- Eppendorf AG (Niemcy)
- Eppendorf AG (Niemcy)
- Eppendorf AG (Niemcy)
- Biosan (Ryga, Lotwa)
- Hanna Instruments (USA)
- Polon (Polska)
- Laboratorni Pristroje (Czechy)
- Johanna Otto GmbH (Niemcy)
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3.3.6. Amplifikacja kwaséw nukleinowych (odwrotna transkrypcja, PCR, gPCR,
analiza HRM)

Odczynniki:

Woda dejonizowana - Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)

M-MLV odwrotna transkryptaza - Invitrogen (Grand Island, NY)

Zestaw 1Q Sybr Green Supermix - Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA)

Zestaw Hot FIREPol EvaGreen HRM Mix - Solis BioDyne Co. (Tartu, Estonia)

Zestaw Dream Tag DNA Polymerase - ThermoScientific Inc. (Waltham, MA)

Zestaw FastStart Taqg DNA Polymerase - Roche Diagnostics GmbH,
(Mannheim,Niemcy)

Oligonukleotydy - IBB PAN (Polska)

Mieszanina deoksynukleotydow - Novazym (Polska)

Szescionukleotydowe startery losowe - Novazym (Polska)

Sprzet:

Wiréwka (Centrifuge 5418) - Eppendorf AG (Niemcy)

Komora laminarna (BioAir Aura Mini) - Euroclone (Milan,Wtochy)

Termocykler PTC-200 - MJ Research (USA)

Light Cycler®480 Real-Time PCR System - Roche Diagnostics GmbH

(Mannheim,Niemcy)

3.3.7.Rozdzial elektroforetyczny i wykrywanie bialek (western blot)

Odczynniki:

Tris zasadowy - Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
Tris-HCI - Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
Siarczan dodecylu sodu - Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
Nadsiarczan amonu - Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
TEMED - Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
Ponceau S - Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
-merkaptoetanol - Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
Glicyna - Polskie Odczynniki Chemiczne
Metanol - Polskie Odczynniki Chemiczne
Tween (R) 20 - Polskie Odczynniki Chemiczne
Kwas octowy - Polskie Odczynniki Chemiczne
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Bromofenol - Polskie Odczynniki Chemiczne
Marker masy biatek - ThermoScientific Inc. (Waltham, MA)
SuperSignal West Femto Substrat - ThermoScientific Inc. (Waltham, MA)
40% akrylamid/bisakrylamid - Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA)
Membrana nitrocelulozowa - Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA)

do transferu biatek

Bibuty do potsuchego transferu biatek - Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA)
Sprzet:

Termoblok (Thermomixer Comfort) - Eppendorf AG (Niemcy)

Wiréwka (Centrifuge 5418) - Eppendorf AG (Niemcy)

Mieszadto orbitalne (Multi Bio RS-24) - Biosan (Ryga, Lotwa)

Zasilacz (Elite 300) - Wealtec Corp. (Sparks, NV)

Aparat do potsuchego transferu Yrdimes - Wealtec Corp. (Sparks, NV)
Biospectrum® Imaging System 500 - UVP (Upland, CA)

Aparat do rozdziatu biatek (Mini Protean) - Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA)

3.3.8. Sprzet jednorazowy oraz drobny sprzet trwaly

15 ml probéwki polipropylenowe - Becton-Dickinson (Franklin Lakes, NJ)

50 ml probéwki polipropylenowe - Becton-Dickinson (Franklin Lakes, NJ)

2,0 ml probowki do mrozenia w azocie - TechnoPlastic Products AG( Szwajcaria)

1,5 ml probowki polietylenowe - Axygen Scientific Inc. (UnionCity, CA)

0,2 ml probéwki do reakcji PCR - Axygen Scientific Inc. (UnionCity, CA)

10 pl koncowki do pipety - Axygen Scientific Inc. (UnionCity, CA)

200 pl koncowki do pipety - Axygen Scientific Inc. (UnionCity, CA)

1000 pl koncoéwki do pipety - Axygen Scientific Inc. (UnionCity, CA)

Ptytki do reakcji qPCR - Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim,Niemcy)

Ptytki Petriego do hodowli bakteryjnych - Nerbe plus GmbH (Niemcy)

Plastikowe pipety Pasteura 3ml - DHN (Polska)

butelki do hodowli komérkowej 25 i 75¢cm? - Becton-Dickinson (Franklin Lakes, NJ)

Ptytki 6-dotkowe do hodowli - Becton-Dickinson (Franklin Lakes, NJ)

Kuweta do pomiaru spektrofotometrycznego - Eppendorf AG (Niemcy)

0,1-2,5 pl pipeta zmienno objetosciowa - Eppendorf AG (Niemcy)
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0,5-10 pl pipeta zmienno objgtosciowa - Eppendorf AG (Niemcy)
10-100 pl pipeta zmienno objetosciowa - Eppendorf AG (Niemcy)
100-1000 pl pipeta zmienno objetosciowa - Eppendorf AG (Niemcy)
3.4. Bufory
Bufor glicynowy 1x stezony Bufor TBST 1x stezony
Odczynnik Stezenie koncowe Odczynnik Stezenie koncowe
Tris zasadowy 0,024 M Tris zasadowy 0,01M
Glicyna 0,19 M NaCl 0.15M
0
SDS 1% Tween 20 0,1%

Bufor TBST-M 1x stezony

Bufor do transferu 1x stezony

Odczynnik Stezenie koncowe
Odczynnik Stezenie koncowe Tris zasadowy 0,01 M
Tris zasadowy 0,032 M NaCl 0,15 M
Glicyna 0,24 M Tween 20 0,1%
SDS 0,17%

Mleko w proszku 1%

Bufor TBS 1x stezony Bufor blokujacy TBST-B 1x stezony

Odczynnik Stezenic koncowe Odczynnik Stezenie koncowe
Tris zasadowy 0.01M Tris zasadowy 0,01 M
NaCl 0,15 M NaCl 0,15 M

Tween 20 0,1%

Bufor Ponceau S Mleko w proszku 5%

Odczynnik Stezenie koncowe
Ponceau S 1% Bufor do odmywania przeciwcial
Kwas octowy % Odczynnik Stezenie koncowe
Glicyna 0,2M
SDS 0,1%
Tween 20 1%

Ustali¢ pH=2,2
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Bufor obcigzajacy do rozdzialu bialek

3x stezony

Odczynnik

Stezenie koncowe

Tris kwasowy
SDS

Glicerol
Bromofenol

[-merkaptoetanol

0,24 M
6%
30%
0,06%
1,6%

Bufor Tbfl do przygotowania komdérek

Zel poliakrylamidowy zageszczajacy do

rozdzialu bialek

Odczynnik Stezenie
koncowe

Akrylamid/bisakrylamid 5%

Tris kwasowy 0,375M; 01M

pH=6,8

SDS 0,1%

APS 0,05%

TEMED 0,15%

kompetentnych
Odczynnik Stezenie koncowe
CoH3KO; 0,03 M
RbCl 0,1M
CaCl, 0,01 M
MnCl, 0,05 M
Glicerol 15%

Zel poliakrylamidowy rozdzielajacy do

rozdzialu bialek

Ustalone pH=5,8; filtr 0,22 um

Bufor Tbf2 do przygotowania komoérek

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

kompetentnych
Odczynnik Stezenie koncowe
MOPS 0,01 M
RbCl 0,01 M
CaCl, 0,075 M
Glicerol 15%

Ustalone pH=6,5; filtr 0,22 um
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3.5. Metody

3.5.1. Homogenizacja tkanek w cieklym azocie

Tkanki przechowywane w -80°C poddano homogenizacji w cieklym azocie
Z wykorzystaniem miynka kriogenicznego, Freezer/Mill 6770, SPEX SamplePrep (Metuchen,
NJ). Przed homogenizacja miynek oraz proby schtadzano w ciekltym azocie. Tkanke
rozcierano 1 minute z czestotliwoscig 5 uderzen/sek co pozwalato na uzyskanie jednolitego
homogenatu. Nast¢pnie roztartg tkanke przenoszono do uprzednio schitodzonej w cieklym
azocie 2,0 ml probowki do mrozenia w cieklym azocie. Tak przygotowane probki

przechowywano do momentu uzycia w temperaturze —80°C.

3.5.2. Hodowla komoérkowa

Komérki DLD-1 hodowano w medium DMEM (Gibco BRL Grand Island, NY),
a HCT116 medium McCoy zawierajacym 10% inaktywowang termicznie bydlgca surowice
ptodowa 1 2 mM glutaming w temperaturze 37°C, atmosferze wzbogaconej 5% CO,
1 nasyconej parag wodng. Rutynowo komorki po osiggnieciu pelnej konfluencji byty
odtrawiane od podtoza z uzyciem trypsyny, Sigma-Aldrich Co (St Louis, MO), liczone przy
pomocy komory Biirkera i przenoszone w odpowiednich rozcienczeniach na nowe butelki
hodowlane.

Traktowanie ustalonych linii komorkowych raka jelita grubego 5-azal’-
deoksycytydyng (5-dAzaC) w warunkach normoksji i hipoksji. Aby okresli¢ wptyw 5-dAzaC
na metylacic DNA w regionie promotorowym badanych gendéw, oraz na poziom ich
transkryptu i biatka komoérek linii DLD-1 i HCT116 wysiewano na 6-dotkowe ptytki.
Komérki HCT116 i DLD-1 utrzymywano przez 24 godziny w odpowiednim medium.
Nastgpnie komorki hodowano w prawidlowej zawartosci tlenu lub hipoksji (1% Oy) przy
braku lub w obecnosci 5-dAzaC o stezeniu 1.00 uM lub 5.00 uM w czasie 6, 24 i 48 godzin.
Warunki hipoksji uzyskano stosujac inkubator do hodowli komérkowych MCO-18M, Sanyo
(Wood Dale, IL), w ktorym byta utrzymywana mieszanina gazoéw: 5% CO2, 94% Ny i 1% O..
Komorki te byly nastgpnie wykorzystywane do izolacji DNA, RNA i biatka dla potrzeb,
odpowiednio, analizy HRM, gPCR i western blot.
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3.5.3. Izolacja calkowitego RNA, spektrofotometryczny pomiar stezenia RNA oraz

elektroforeza RNA w Zelu agarozowym

Izolacja catkowitego RNA. 1zolacje catkowitego RNA z tkanek i linii komorkowych
prowadzono pod komorg z laminarnym przeplywem powietrza z wykorzystaniem odczynnika
Tri Reagent. Izolacj¢ przeprowadzano wg metody Chomczynskiego i Sacchi [89] z 20 mg
homogenizowanej tkanki lub osadu komérkowego ustalonych linii komorkowych raka jelita
grubego. Probke przenoszono do 1,5 ml probowki polietylenowej schtodzonej w cieklym
azocie i podawano 1 ml odczynnika TriReagent, a nast¢pnie mieszano z uzyciem mieszadla
typu vortex w celu doktadnego rozpuszczenia komodrek zawartych w homogenacie.
Po doktadnym wymieszaniu probe inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie do proby dodawano 0,2 ml chloroformu, wytrzasano energicznie przez 30 sekund
i inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowej w celu wstepnego rozdzialu fazy
wodnej i organicznej. W Kkolejnym etapie, probowki wirowano 15 minut, 12000xg,
w temperaturze 4°C i gorng fazg (wodng ok. 0,7 ml), zawierajaca catkowity RNA,
przenoszono do nowych 1,5 ml probowek polietylenowych. W celu wytracenia catkowitego
RNA z roztworu, do zebranej fazy wodnej dodawano 0,7 ml izopropanolu schtodzonego
do temperatury —20°C. Préby mieszano przez kilkakrotne odwracanie i wirowano 15 minut,
12000xg, w temperaturze 4°C w celu osadzenia wytrgconego calkowitego RNA.
Po zakonczeniu wirowania supernatant Usuwano, a osad zawierajacy catkowity RNA ptukano
1 ml 75% etanolu w wodzie dejonizowanej traktowanej DEPC. Catkowity RNA osadzano
ponownie przez wirowanie 15 minut, 12000xg, w temperaturze 4°C. Po wirowaniu
supernatant dokladnie usuwano, a osad zawierajacy catkowity RNA suszono pod komora
laminarng przez 20-30 minut. Do uzyskanego osadu podawano 20 ul wody dejonizowanej
traktowanej DEPC i probe inkubowano 10 minut w temperaturze 60°C. Po rozpuszczeniu
uzyskany catkowity RNA przechowywano w temperaturze -80°C.

Spektrofotometryczny pomiar stezenia RNA oraz elektroforeza RNA w Zelu
agarozowym. Zawarto$¢ i stopien zanieczyszenia calkowitego RNA w probce zmierzono
spektrofotometrycznie przy trzech dtugosciach fali: A=230nm, 260 nm i 280 nm. Do pomiaru
catkowitej ilosci RNA wykorzystano spektrofotometr NanoDrop 1000, Eppendorf AG
(Niemcy). 2ul proby DNA naktadano na dolng soczewke spektrofotometru i wykonywano
pomiar wobec proby zerowej (H,O-DEPC). Odczytywano stezenie badanej proby oraz

warto$¢ wspotczynnika Azgo/Azgo 1 Azso/Azzp. Do dalszej analizy wybierano proby,

38



MATERIALY I METODY

ktorych warto$ci wspotczynnika Azgo/Azgo wynosity 2,0 (brak lub niska zawarto$¢ biatek
w preparacie) oraz 2,2 dla wspotczynnika Ajso/Azzp (brak zanieczyszczenia preparatu
etanolem).

Elektroforeza w 1,0% zelu agarozowym w buforze 1xTBE postuzyta do oceny jakosci
uzyskanego calkowitego RNA. W tym celu, 1 ug RNA mieszano z buforem obcigzajagcym
I nanoszono na zel zawierajacy bromek etydyny. Rozdzial elektroforetyczny prowadzono
przez 45 minut przy napigciu 5 V/cm. Prgzki RNA uwidoczniano w $wietle UV
z wykorzystaniem systemu dokumentacji zeli MiniBis Pro, DNR Bio-Imaging Systems
(Izrael).

3.5.4. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT-PCR) i ilosciowa lancuchowa reakcja
polimerazy w czasie rzeczywistym (QPCR)

RT-PCR. Reakcje odwrotnej transkrypcji przygotowywano w komorze z laminarnym
przeptywem powietrza. Do syntezy cDNA na matrycy calkowitego RNA wykorzystano
komercyjny zestaw firmy Invitrogen (Grand Island, NY). Reakcj¢ odwrotnej transkrypcji
podzielono na dwa etapy. Pierwszy etap mial na celu zwigzanie starterow (mieszanina 0,5ul
oligonukleotydow poli-dT3) 1 0,5ul szescionukleotydowych starterow losowych) do matrycy
MRNA w obecnosci deoksynukleotydow (4 ul 2,5 mM dNTP). Powyzszg probe inkubowano
w temperaturze 65°C. Inkubacja ta powoduje zniesienie struktur drugorzedowych
w czasteczce mRNA, przez co sekwencja mMRNA staje si¢ dostepna dla starterow poli-dT 3
1 szeScionukleotydowych starteréw losowych. Szybkie schtodzenie probki do 4°C umozliwia
trwate, specyficzne zwigzanie starterow z sekwencja mRNA. W drugim etapie, do mRNA
zwigzanego ze Starterem dodawano enzym — odwrotng transkryptaze (0,5ul; 200U/ul
M-MLV) wraz z inhibitorem RNaz (0,25ul; 40 U/ul RNaseOUT) w obecno$ci buforu
do odwrotnej transkrypcji (4ul) i 0.1M DTT (2ul). Przygotowang mieszaning reakcyjna,
0 objetosci koncowej 20 ul, inkubowano najpierw przez 10 minut w 25°C, a nastepnie przez
godzine w 37°C w celu przepisania sekwencji mRNA na cDNA. W ostatnim etapie odwrotng
transkryptaze inaktywowano przez 15 minutowsg inkubacje w 75°C. Uzyskany w ten sposob
cDNA przechowywano w -20°C do dalszej analizy - ilosciowej tancuchowej reakcji
polimerazy w czasie rzeczywistym.

gPCR. Reakcje qPCR przygotowano w komorze z laminarnym przeplywem
powietrza. Wykorzystujac reakcje qPCR okreslono wzgledng ilos¢ transkryptow badanych
genow w tkankach nowotworowych i histopatologicznie niezmienionych oraz ustalonych
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liniach komoérkowych raka jelita grubego (HCT116, DLD-1) na matrycy cDNA uzyskanej
w reakcji odwrotnej transkrypcji. Metoda oznaczenia wzglednej ilosci transkryptu wyraza
poziom mMRNA w probach badanych jako wielokrotnos¢ jej ilosci w probie referencyjne;j.
Probami referencyjnymi dla prob pochodzacych od pacjentow byt kalibrator (mieszanina
cDNA pochodzacego z kazdej z tkanek nowotworowych jak 1 histopatologicznie
niezmienionych), a w liniach komoérkowych proby nie traktowane 5-dAzaC. Poréwnanie prob
poprzedza normalizacja poziomu mRNA. Powszechnie uznang metoda normalizacji jest
odniesienie poziomu MRNA genu badanego do genu referencyjnego. Gen referencyjny
charakteryzuje si¢ stala wartoscig ekspresji na poziomie mRNA, niezaleznie od warunkow
doswiadczenia czy stanu fizjologicznego tkanki. Na podstawie metaanalizy danych
literaturowych wybrano grupe czterech gendéw referencyjnych dla raka jelita grubego:
deaminaz¢ profobilinogenu (ang. porphobilinogen deaminase, PBGD), mitochondrialne
biatko rybosomalne L19 (ang. human mitochondrial ribosomal protein L19,hMRPL19),
izomeraze peptydylo-prolinowa A (ang. peptidylprolyl isomerase A- PPIA) oraz
fosforybozylotransferaze hipoksantynowa (ang. hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1,
HPRT). Do wytypowania najbardziej stabilnych genow referencyjnych wykorzystano
algorytm statystyczny geNorm [90]. Na jego podstawie do dalszych analiz wybrano PBGD
i h(MRPL.

Dla prawidlowej interpretacji wynikow, dla kazdego genu ustalono krzywa
standardowg. Krzywa standardowa umozliwia precyzyjne oznaczenie wydajnosci
przeprowadzonej reakcji. Wydajnos§¢ ta liczona jest ze wzoru E=(10Y°P%-1)*100%, gdzie
E oznacza wydajnos¢ amplifikacji, natomiast “slope” okresla stopien nachylenia Krzywej
wzorcowe] wzgledem osi x. Uzyskanie maksymalnej wydajno$ci prowadzonej reakcji
jest niezwykle istotne, poniewaz prawidlowa interpretacja uzyskanych wynikéw mozliwa
jest jedynie przy uzyskaniu wydajnosci amplifikacji w przedziale 90%-100%.
Do przygotowania krzywej standardowej wykorzystano mieszaning matryc cDNA prob
pacjentow lub linii komoérkowych. Nastepnie przygotowano seri¢ pigciu rozcienczen
mieszaniny cDNA otrzymujgc koncowe rozcienczenia 1,000; 0,500; 0,250; 0,125; 0,0625
1 0,03125.

Reakcje gPCR przeprowadzano z wykorzystaniem aparatu Light Cycler®480 Real-
Time PCR System, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Niemcy) oraz komercyjnego
zestawu 1Q Sybr Green Supermix, Bio-Rad (Hercules, CA), w ktorym barwnikiem

fluorescencyjnym podlegajacym detekcji jest Sybr Green. Sekwencje badanych genow
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(PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIFla, HIF2a, PBGD, hMRPL) uzyskano w bazie danych
Ensembl (www.ensembl.org). Startery byly projektowane z uzyciem programu AllelID 7.0,
PREMIER Biosoft Int. (Palo Alto, CA). Aby zapobiec amplifikacji sekwencji z mozliwych
genomowych zanieczyszczen DNA, startery i/lub produkty PCR zostaly zaprojektowane
na granicy eksonow. Sekwencje oligonukleotydow wykorzystanych w reakcji qPCR
przedstawia Tabela 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny reakcji podano

ponizej.
2x stezony IQ Sybr Green Mix 5,0 pl Wstepna denaturacja 95°C/5 minut
Starter przedni [5 lub 10 pM] 0,5 ul Denaturacja 95°C/5-10 sek*

Starter wsteczny [5 lub 10 uM] 0,5 ul Przylgczanie starterow  58-60°C*/5-10 sek*

Matryca cDNA 1,0 pl wydtuzanie produktu
H,O dejonizowana 3,0 ul PCR

10 ul

72°C/5-10sek*

*temperatura i/lub czas zmienny
w zaleznosci od zastosowanej pary starterow

Specyficznos¢ reakcji gPCR byta oceniana przez obserwacje krzywej temperatury
topnienia produktu PCR (obserwacja ,,piku” obrazujacego warto$¢ ujemna Z pierwszej
pochodnej krzywej topnienia w trakcie spadku fluorescencji) oraz techniki elektroforezy

w 2,5% zelu agarozowym w buforze 1x TBE.
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Tabela 3. Sekwencje oligonukleotydéw uzytych w reakeji qPCR

Gen Sekwencja (5°-3°) Pozycja na chormosomie wg. ]:(l;(lj%olftéu
J UCSC (GRCh37/hg19) P 02)
o F: TATGCCACCAGGTACGCCATC 0
R AGGAGCAGCCAGCACAGE chr19: 41 313 169-41 313 844
F: GGACGACCTGATACG
PHD2 chrl: 231 506424-231 556 792 190
R: ACTTACCTTGGCATCC
D F: CCTCTTACGCAACCAGATATG 126
R AGCACGGTCAGTCTTCAG chrl4: 34 395 090-34 398 297
F: ACAGTGCCAGCACCCACAA
EIH chr10:102 296 208-102 300 427 188
R: GCCCACAGTGTCATTGAGCG
F: TTCACCTGAGCCTAATAG
HIE-1a chrld: 62 205 082-62 207 482 143
R: AATCTGTGTCCTGAGTAG
F: CTGCTCCACGCCCAATAG
HIE-20 chr2: 46 605 217- 46 607 402 158
R: GTGCCAGTGTCTCCAAGTC
SBDG F: GCCAAGGACCAGGACATC 6o
R TCAGGTACAGTTGOCCATC chri1:118 468 348-118 468 864
RPLLS F- ACTTTATAATCCTCGGGTC .
R: ACTTTCAGCTCATTAACAG ehr2:75 735 389- 75 735 705

F: starter przedni (ang. forward)
R: starter wsteczny (ang. reverse)
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3.5.5. Izolacja, oznaczanie stezenia i wykrywanie bialek

Izolacja bialek. Biatko izolowano z tkanki nowotworowej, histopatologicznie
niezmienionej oraz osadu linii komoérkowej zebranym po zakonczeniu eksperymentu. 20 mg
tkanki homogenizowanej w cieklym azocie lub osadu komoérkowego przenoszono do 1,5 ml
probowki polietylenowej zawierajacej 50 pl buforu RIPA zawierajacego 10% roztwor
inhibitorow proteaz. Proby inkubowano przez 1 godzing w lodzie a nastgpnie wirowano przez
10 minut, 10000xg w temperaturze 4°C w celu osadzenia resztek komorek
nie ulegajacych lizie w buforze RIPA. Po wirowaniu lizat przenoszono do nowej 1,5 ml
proboéwki polietylenowej schtodzonej w lodzie. Do pomiaru stezenia biatka uzyto 5 pl
uzyskanego lizatu biatkowego, a pozostatg cze¢s¢ zamrozono w —80°C do analizy western
blot.

Oznaczenie steienia bialka. St¢zenie biatka w uzyskanym lizacie oznaczono
komercyjnym zestawem do oznaczania st¢zenia bialek — Bio-Rad Protein Assay; odczynnik
Bradforda (OB). Zestaw ten jest oparty na metodzie opracowanej przez Mariona M.
Bradforda [91]. Metoda ta wykorzystuje zmian¢ absorbancji $wiatta barwnika Commasie
Blue G-250, ktory w srodowisku kwasnym ma zabarwienie czerwonawe (maksimum
absorbancji 465 nm). Po zwigzaniu z resztami aminokwasowymi, gtoéwnie zasadowymi
I aromatycznymi, zawartymi w badanej probie barwnik zmienia zabarwienie na niebieskie
(maksimum absorbancji 595 nm) [91].

Przed pomiarem stezenia biatek izolowanych buforem RIPA, w pierwszej kolejnosci
nalezato przygotowaé krzywa standardowa. Do przygotowania krzywej uzyto standardu
biatkowego, ktory stanowita albumina wotowa (ang. bovine serum albumin, BSA) o stezeniu
wyjsciowym 1 mg/ml. W celu przygotowania krzywej standardowej do 1,5 ml probdéwek
polietylenowych podano roztwér BSA, ktérego stezenie koncowe w poszczegdlnych
punktach krzywej standardowej wynosito: 2.5, 5, 10, 15, 20, i 30 pg/ml.
Do kazdej probowki podawano 5 pl odpowiedniego stezenia BSA, 495 ul wody
dejonizowanej oraz 500 pl roztworu roboczego OB. Probe odniesienia stanowita mieszanina
495 ul wody, 5 ul buforu RIPA i 500 pl roztworu roboczego OB. Pomiar asborbancji
prowadzono przy A=595 nm przy uzyciu spektrofotometru BioPhotometer, Eppendorf AG
(Niemcy). Uzyskane dane postuzyly do przygotowania krzywej wzorcowej, przedstawionej
na Rycinie 5.
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Rycina 5. Krzywa wzorcowa BSA. Do kazdej probéwki podawano 5 pl odpowiedniego stezenia BSA (2,5; 5,
10; 15; 20 i 30 pg/ml), 495 pl wody dejonizowanej oraz 500 pl roztworu roboczego OB. Probe odniesienia
stanowita mieszanina 495 pl wody, 5 pl buforu RIPA i 500 pl roztworu roboczego OB. Pomiar asborbancji
prowadzono przy A=595 nm przy uzyciu spektrofotometru BioPhotometer, Eppendorf AG (Niemcy).

Przygotowana krzywa wzorcowa wykorzystana zostata do oznaczenia st¢zenia biatek
izolowanych z tkanek i linii komérkowych. W celu pomiaru stezenia biatka w lizacie do 1,5
ml proboéwki polietylenowej dodano 495 pl wody, 5 ul lizatu biatkowego w buforze RIPA
oraz 500 pl roztworu roboczego OB. Przygotowanie proby odniesienia, inkubacja oraz pomiar
prob badanych wykonano analogicznie jak przy wyznaczaniu krzywej standardowe;j.

Rozdzial elektroforetyczny biatek w Zelu poliakryloamidowymw obecnosci SDS (ang.
polyacrylamide gel electrophoresis in SDS, SDS-PAGE) i wykrywanie biatek. Do 1,5 ml
probowek polietylenowych podano po 30 pg biatka wyizolowanego z pacjentoéw lub linii
komorkowych (3-10 pul w zaleznosci od stgzenia), 6 pl buforu denaturujacego 1 uzupetniano
woda do koncowej objetosci 18 pl. Przygotowane proby inkubowano w termobloku,
w temperaturze 99°C przez 10 minut, nastgpnie schtadzano w lodzie przez 5 minut
i wirowano przez 30 sekund. Dodatkowa probe¢ stanowil marker masy biatka w objetosci 5 pl.
Tak przygotowane proby natozono na 10% zel poliakrylamidowy zawierajacy SDS
I poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu. Elektroforeze przeprowadzano w aparacie
Mini Protean, Bio-Rad (Hercules, CA), w 1x stezonym buforze glicynowym schtodzonym
przez noc do temperatury 4°C. Podczas catej elektroforezy stosowano napiecie: 80 V podczas
zagegszczania biatka w zZelu zageszczajacym 1 120 V przy rozdziale bialek w Zelu
rozdzielajacym. Rozdziat prowadzono przez okoto 1,5 godziny do momentu gdy niebieski
barwnik bedacy sktadnikiem buforu denaturujgcego doszedt do dolnej granicy zelu. Nastepnie

biatka zawarte w zelu poliakryloamidowym przenoszono na membrang nitrocelulozowa
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o wielko$ci poréw 0,45 pm przy uzyciu aparatu do transferu potsuchego Yrdimes, Wealtec
(Sparks, NV). Elektrotransfer prowadzono w 1x stezonym buforze do transferu przez 1,5
godziny przy stabilizacji natezeniem 350 mA w temperaturze pokojowej. Po zakonczonym
elektrotransferze membrane nitrocelulozowa barwiono przez 3 minuty w temperaturze
pokojowej buforem Ponceau S w celu uwidocznienia poszczeg6lnych frakcji bialek i oceny
wydajnosci elektrotransferu. Po wybarwieniu biatek, membrang przemywano trzykrotnie
wodg dejonizowang i umieszczano w 50 ml probowce polipropylenowej, do ktérej podawano
15 ml buforu blokujagcego 1xTBST-B. Probowke z membrang umieszczano w mieszadle
orbitalnym i inkubowano przez godzing w temperaturze pokojowej. W kolejnym etapie
przygotowywano przeciwciata I-rzgdowe, Novus Biologicals (Cambridge, Wielka Brytania),

w buforze 1XTBST-M zgodnie z opisem przedstawionym w Tabeli 4.

Tabela 4. Przeciwciala uzyte do detekcji bialek w technice Western blot.

Charakterystyka przeciwcial

Przeciwciato Pochodzenie/Stezenie Masa czgst. biatka
PHDL1 I-rzedowe rabbit polyclonal 1gG (1,00 mg/ml) 43 kDa
PHD2 I-rzedowe rabbit polyclonal 1gG (1,00 mg/ml) 46 kDa
PHD3 I-rzedowe rabbit polyclonal 1gG (1,00 mg/ml) 27 kDa

FIH I-rzedowe rabbit polyclonal 1gG (1,00 mg/ml) 40 kDa
HIF-1a I-rzedowe rabbit polyclonal IgG (1,00 mg/ml) 92 kDa
HIF-2a I-rzedowe rabbit polyclonal 1gG (1,00 mg/ml) 118 kDa

GAPDH goat polyclonal IgG-HRP (200 pg/ml) 36 kDa
Il-rzgdowe goat anty-rabbit 1gG-HRP (400 ug/ml) -
Rozcienczenia
Bialko badane [los¢ Ab I-rzgdowego  Ilos¢ Ab II-rzedowego Hlo&¢ buforu 1XTBST-M
(rozcienczenie) (rozcienczenie)
PHD1 1:500 1:5000 10 ml
PHD2 1:500 1:10000 10 ml
PHD3 1:500 1:5000 10 ml
FIH 1:1000 1:10000 10 ml
HIF-1a 1:500 1:5000 10 ml
HIF-2a 1:500 1:10000 10 ml
GAPDH 1:3000 - 10 ml
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50 ml probowke polipropylenowa wraz z membrang oraz odpowiednio
rozcienczonymi przeciwciatami  l-rzedowymi umieszczano w mieszadle orbitalnym
i inkubowano przez noc w temperaturze 4°C. Po uptywie tego czasu membrane przemywano
buforem 1xTBST, a nastepnie umieszczano w nowej 50 ml proboéwce polipropylenowe;j,
zawierajacej przeciwciato II-rzedowe w odpowiednim stgzeniu sprz¢zone z peroksydaza
chrzanowg (ang. horseradish peroxidase, HRP) (Tabela 4) i inkubowano przez 1 godzing
na mieszadle orbitalnym w temperaturze pokojowej. Nastepnie odptukano buforem 1XTBST
niezwigzane z membrang przeciwciato II-rzedowe. Kolejno podano 1 ml mieszaniny substratu
dla HRP, SuperSignal West Femto Substrate, ThermoScientific Inc. (Waltham, MA). W celu
detekcji  sygnatu, cato$§¢ umieszczono w aparacie do detekcji chemiluminescencji
Biospectrum® Imaging System 500, UVP (Upland, CA). Do analizy gestosci optycznej (OD)
uzyskanych wynikow wykorzystano program ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

Odmywanie przeciwcial 7 membrany nitrocelulozowej. Ze wzgledu na zblizong masg
czasteczkowa niektorych bialek, po detekcji sygnalu membrana nitrocelulozowa byta
uzywana powtornie w celu zidentyfikowania kolejnego biatka. Przed rozpoczg¢ciem analizy
kolejnego biatka nalezato odmy¢ przeciwciato zwigzane z weze$niej analizowanym biatkiem.
Wszystkie ptukania wykonywano z wykorzystaniem mieszadta orbitalnego. W celu odmycia
przeciwcial, membrang ptukano kilkakrotnie w buforze 1xTBST 1 kwasnym buforze
do odmywania przeciwcial. Tak przygotowang membran¢ inkubowano z buforem 1xTBST-B
przez 1 godzing w temperaturze pokojowej, a nastepnie przeprowadzono procedurg inkubacji

z kolejnym przeciwciatem | i ll-rzedowym jak opisano powyze;.

3.5.6. Izolacja genomowego DNA z tkanek i linii komérkowych oraz reakcja deaminacji
DNA

Izolacja genomowego DNA z tkanek i linii komérkowych. Genomowy DNA
izolowano wykorzystujac komercyjny zestaw firmy Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)
w oparciu o metod¢ kolumienkowg. Metoda kolumienkowa bazuje na zjawisku laczenia si¢
DNA ze zlozem krzemionkowym (membrang silikonowa). Procedura izolacji obejmuje
nastgpujace etapy: liz¢ komodrek, precypitacj¢ bialek, zwigzanie DNA ze zlozem
krzemionkowym, przemywanie oraz elucj¢ DNA z membrany. Izolacj¢ przeprowadzano
w 1,5 ml probowkach polietylenowych w temperaturze pokojowej zgodnie z opisem

producenta zestawu. Wykonujac pomiar spektrofotometryczny okreslono st¢zenie
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wyizolowanego DNA w analogiczny sposob jak to opisano w punkcie 3.5.3 Uzyskany DNA
rozdzielano elektroforetycznie zgodnie z opisem (punkt 3.5.3) w celu okreslenia jego jakoSci.

Deaminacja DNA. Wyizolowany DNA poddawano reakcji deaminacji, traktujac go
mieszaning disiarczynu (IV) sodu i wodorosiarczanem (1V) sodu (Na,S,0s/NaHSO3), ktory
jest odpowiedzialny za konwersje niezmetylowanej cytozyny do uracylu. Cytozyna
metylowana w pozycji 5 nie ulega powyzszej konwersji. Mechanizm reakcji deaminacji
przedstawiono na Rycinie 6. Po przeprowadzeniu reakcji deamincji profil metylacji DNA
badanej  proby  okreSlono za  pomocg sekwencjonowania  (rozdzial  3.5.7)

lub wysokorozdzielczej analizy krzywych temperatur topnienia (rozdziat 3.5.8).

NH, NH, 0 0
Nz H 803
)\ | )\ ‘A )\ HSO3 )\
A
H H H H
C}'tOZ}'ll’d Siﬂl’CZﬂﬂ Sii]l’CZ‘dll ura C\l
C}'tOZ}'D}' ura C.\'lu

Rycina 6. Mechanizm obrazujacy reakcje deaminacji cytozyny do uracylu.

Do deaminacji genomowego DNA wykorzystano zestaw EZ DNA Methylation Kit,
Zymo Research Corp. (Irvine, CA). Reakcj¢ prowadzono w 1,5 ml proboéwkach
polietylenowych zgodnie z opisem producenta. Do 500 ng genomowego DNA dodawano 5 pl
buforu denaturujacego DNA 1 uzupetniono woda dejonizowang do objetosci koncowej 50 pl.
Proby inkubowano 15 minut w temperaturze 37°C, a nastgpnie dodawano 100 pl odczynnika
deaminujgcego. Catos¢ delikatnie mieszano przez odwracanie i inkubowano 16 godzin
w temperaturze 50°C, chroniac przed $wiattem. Nastepnie proby przenoszono na 10 minut
do lodu i dodawano do nich po 400 ul buforu wigzacego. Catos¢ nanoszono na kolumne
wigzacg DNA i wirowano przez 30 sekund przy 10000 RPM. Po odrzuceniu supernatantu
kolumny ptukano w 200 pl buforu przemywajacego, a nastgpnie podano 200 pl buforu
odsiarczajgcego, inkubowano 15 minut w temperaturze pokojowej i wirowano. Proby
dodatkowo ptukano dwukrotnie w 200 ul buforu przemywajgcego i wirowano jak wyzej.

Kolejno kolumny przenoszono do nowych probowek, a na zloze podawano 20 pl buforu
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elucyjnego. Cato$¢ wirowano 1 minute przy 14000 RPM uzyskujac deaminowany DNA

W supernatancie.

3.5.7. PCR deaminowanego DNA, przygotowanie produktu PCR do sekwencjonowania.
PCR deaminowanego DNA. W celu okreslenia wstepnego stopnia metylacji DNA
badanych gendéw, przeprowadzono sekwencjonowanie namnozonych produktow PCR
deaminowanego DNA dla losowo wybranych pacjentow. Reakcje PCR przygotowano
w komorze z laminarnym przeptywem powietrza w 0,2 ml probowkach. Reakcje
przeprowadzano z wykorzystaniem aparatu PTC-200 firmy MJ Research oraz komercyjnego
zestawu FastStart Tag DNA Polymerase, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Niemcy).
Sekwencje regionow promotorowych genow PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF-/a i HIF-2a
oraz wystepowanie wysp CpG uzyskano z bazy danych www.ucsc.edu. Dodatkowo do oceny
wysp CpG uzyto dwoch niezaleznych programow komputerowych: http://www.ebi.ac.uk/
Tools/emboss/cpgplot/ oraz http://bio.dfci.harvard.edu/Methylator/. Ponadto sekwencje byty
poddane analizie z uzyciem programu RepeatMasker na obecno$¢ powtorzen tandemowych.
Analiza wykazata obecnos¢ wysp CpG w sekwencjach promotorowych badanych genow.
Na podstawie uzyskanych danych o obecnosci wysp CpG zaprojektowano startery z uzyciem
programu MethylPrimer Express, Applied Biosystems (Grand Island, NY). Sekwencj¢
starterow przedstawiono w Tabeli 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny

reakcji podano ponize;.

10 stezony bufor do reakcji 154l Wstepna denaturacja 95°C/5 minut
MgClz [25 mM] 2,4 pl Denaturacja 95°C/35 sek
dNTPs [2,5 mM] 1,2 Przylaczanic starterow  56-60°C*/35sck
Starter przedni [10 uM] 0,6 ul wydluzanie produktu

Starter wsteczny [10 pM] 0,6 ul PCR 72°C/45-60sek™
Matryca DNA deaminowany 10yl Koncowe wydluzanie 72°C/7 minut

Polimeraza F reT 1 2l
olimeraza FastStart Taq [5 U/ul] - 0,2 *temperatura i/lub czas zmienny w zaleznosci
H,O dejonizowana 7,5 ul od zastosowanej pary starterow

15 pl
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Tabela 5. Sekwencje oligonukleotydéw uzytych w reakcji PCR deaminowanego DNA

Nazwa Pozycja na chormosomie w Dlugosé
starteréw Sekwencja (5-3’) JCSC (GRCNSTINGIS) pro(d“)kt“
pz

PHD1S F: TATGAATTTTGTGTGTGTTTTGA chr19: 41 304 043-41 304 698 656

R: TATGAATTTTGTGTGTGTTTTGA

F: TGGAGGAAGAGTAGTTATG
PHD2S1 chrl: 231 557 896-231 558 421 526
R: ATAACAACCTAAACTCAAAC

F: GTTTGAGTTTAGGTTGTTATT
PHD2S2 chrl:231 557 412-231 557 915 504
R: AATACTAATATAAACCCACTC

F: AGTGTGGGATTTAGGTTTTTAAGT
PHD3S1 chrl4:34 419 929-34 420 563 635
R: ATCCAACCTCATAATATATCCCA

F: ATTATGAGGTTGGATTTGGAGA
PHD3S2 chl4: 34 419 346-34 419 943 598
R: ATCACCCACAAAAACCAATATT

F: TGAATTTGTTTTTTTTTTTGA
FIHS1 chr10: 102 295 385-102 299 751 367
R: ACCAAAAACCACAACCTC

F: TGATGTATGTTTGGGATTAGG
HIF-1aS1 chrl4: 62 161 804-62 162 333 530
R: AACCTCTCCTCAAATAACTTA

F: TTTGAGGGGATAGGAGGATTATTT
HIF-1aS2 chl4: 62 162 250-62 163 074 825
R: ACTCAAAACCCCAAATCCACTA

F: GGTTAGGGTTAGGGTAGAGGTT
HIF-2aS1 chr2: 46 524 336-46 524 767 432
R: AAAAAACCCAAATTCCTTTTT
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HIF-2aS2

F: AGGAATTTGGGTTTTTTTTTTT
R: AACTCCRAAAACCTCTCAAC

chr2: 46 524 751-46 525 189

439

HIF-2aS3

F: AGTGAGGGAGTTTTGAGATTG
R: AACACAAAAATCCAAACAAATC

chr2: 46 526 521- 46 527 161

641

F: starter przedni (ang. forward)
R: starter wsteczny (ang. reverse)
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Elucja produktow PCR 7 Zelu agarozoweg0. Po zakonczonej reakcji PCR, probki
(15 pul) mieszano z buforem obcigzajagcym (3 pl) i nanoszono na zel agarozowy zawierajacy
bromek etydyny. Rozdzial elektroforetyczny prowadzono przy napigciu 5 V/cm przez 40
minut. Produkty PCR uwidaczniano z wykorzystaniem lampy UV niskiej mocy,
co zapobiega tworzeniu si¢ dimeréow tymidyny w tancuchu DNA. Produkty PCR o wiasciwej
dlugosci wycinano z zelu za pomoca skalpela, a nastgpnie kawalki wycigtego zelu
umieszczano w 1,5 ml probéwkach polietylenowych w celu elucji produktow PCR z agarozy.

Produkty PCR rozdzielone elektroforetycznie w zelu agarozowym eluowano
wykorzystujac komercyjny zestaw do izolacji DNA z Zeli agarozowych, Roche Diagnostics
GmbH (Mannheim,Niemcy). Elucj¢ przeprowadzono w 1,5 ml probéwkach polietylenowych
zgodnie z opisem producenta zestawu. Do proboéwki zawierajacej fragment zelu z produktem
PCR podawano 300 pl buforu do rozpuszczania zelu oraz 10 pl zawiesiny kuleczek
krzemionkowych. Proby inkubowano 10 minut w temperaturze 60°C i wirowano przez
30 sekund przy 14000 RPM. Nastepnie odrzucono supernatant, a do osadu kuleczek
krzemionkowych dodawano 500 ul buforu wigzacego kwasy nukleinowe. Proby wirowano
jak wyzej, supernatant odrzucano, a osad kuleczek przemywano dwukrotnie 500 pl buforu
przemywajacego. Po ostatnim przemycCiu i wirowaniu supernatant doktadnie usunigto,
a kuleczki krzemionkowe suszono 10 minut w temperaturze pokojowej w otwartych
proboéwkach. Nastepnie kuleczki zawieszono w 20 ul wody dejonizowanej i inkubowano
15 minut w temperaturze 60°C. Proby wirowano przez 1 minut¢ przy 14000 RPM,
a supernatant zawierajacy eluowany produkt PCR przeniesiono do nowej 1,5 ml probdéwki
polietylenowej. Wykonano pomiar spektrofotometryczny i okreslono st¢zenie izolowanego
produktu PCR w analogiczny sposob jak to opisano W punkcie 3.5.3, a nastgpnie
wykorzystano go w reakcji ligacji z plazmidem pGEM-T Easy.

Ligacja produktow PCR 7z plazmidem pGEM-T Easy. Ligacje produktow PCR
z plazmidem przygotowano w komorze z laminarnym przeptywem powietrza w 0,2 ml
probowkach do reakcji PCR. W reakcji tej wykorzystano komercyjny zestaw pGEM-T Easy
Vector System, Promega (Sunnyvale, CA). System ten wykorzystuje plazmid o dlugosci 3015
pz, w ktorym miejsce wprowadzenia insertu znajduje si¢ w obrebie genu lacZ kodujacego
podjednostke o enzymu p—galaktozydazy (Rycina 7). Selekcje klonow zawierajacych
wlasciwy insert przeprowadza si¢ na poditozu zawierajagcym antybiotyk — ampicyling oraz
X-Gal. Bakterie, ktore pobraty ,pusty” plazmid (bez insertu) maja zdolno$¢ rozktadu

substratu (X-Gal) dodanego do podioza, powodujac tym samym niebieskie zabarwienie
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kolonii. Pobranie przez bakterie plazmidu rekombinowanego zawierajacego powoduje utrate

zdolnosci rozktadu X-Gal, przez co kolonie zabarwione sa na biato.

Xmnl 2009
171
Scal 1890 Nael 2707 ApE] 11 start
\ Aatll 20
f1 ori Sphl 2
BstZl | 31
Ncol 37
Amp! Notl | 43
t
pGEM®-TEasy  /acZ Sacll | 49
Vector L.t EcoRI | 52
(3015bp)

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

T sps

Rycina 7. Mapa plazmidu pGEM-T Easy (www.promega.com).

Plazmid pGEM-T Easy posiada wolne nukleotydy tymidynowe w miejscu
wprowadzenia insertu (Rycina 7). Umozliwia to pofaczenie go na zasadzie
komplementarno$ci z wolnym nukleotydami adeninowymi wystepujacymi na koncach
produktéw PCR (insert). Polimeraza DNA wykorzystywana w reakcji PCR dodaje
na koncach amplifikowanego fragmentu kilka nukleotydéw adeninowych, ktére wykorzystuje
si¢ do ligacji z miejscem wprowadzenia insertu w plazmidzie pGEM-T Easy. Aby uzyska¢
maksymalng wydajnos¢ ligacji plazmidu z insertem nalezalo eksperymentalnie ustali¢
stosunek molowy insertu do plazmidu (wektora). Maksymalng wydajnos$¢ reakcji uzyskano
dla stosunku molowego insert:wektor wynoszacego 3:1.

Oczyszczone produkty PCR rozcienczono aby uzyskac stezenie odpowiednie dla

reakcji ligacji. Sktad mieszaniny ligacyjnej podano ponize;.
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pairen fome o
2x stezony bufor ligacyjny 5 ul 5ul 5ul
Plazmid pGEM-T Easy [50 ng/ul] 1ul 1ul 1ul
Produkt PCR 1pl - -
Kontrolny DNA [4 ng/ul] - 2 ul -

T4 DNA ligaza [3 U/ul] 1 ul 1ul 1ul
H,O dejonizowana 2 ul 1pl 3ul
10 pl 10 pl 10 pl

Reakcje ligacji prowadzono przez noc w 4°C. Nastepnie produkt ligacji uzyto
do transformacji komorek kompetentnych Escherichia coli szczep TOP10.

Przygotowanie komorek kompetentnych E. coli szczep TOP10. Komorki
kompetentne przygotowano w komorze do pracy z bakteriami oraz wykorzystujac
wytrzasarke do hodowli bakteryjnych. Do jalowej, szklanej kolby stozkowej o pojemnosci
200 ml podano 50 ml ptynnej pozywki LB (35 g LB/litr wody dejonizowanej) oraz za pomoca
jatowej, plastikowej pipety Pasteura podano szczep bakterii E. coli TOP10 przechowywany
wezesniej w 16% glicerolu w -80°C. Tak przygotowana zaszczepke bakteryjng inkubowano
w wytrzgsarce do hodowli bakteryjnych przy 180 RPM w temperaturze 37°C. W czasie
inkubacji co 20 minut pobierano 1 ml zawiesiny bakterii w celu pomiaru gestosci optycznej
(ang. optical density, OD). Hodowl¢ zakonczono w momencie uzyskania gegstosci optycznej
w przedziale 0,4-0,5 (faza logarytmiczna wzrostu bakterii) przez przelanie zawiesiny
bakteryjnej do schtodzonej w lodzie 50 ml probdéwki polipropylenowej. Po 10 minutowe;j
inkubacji w lodzie proby wirowano przez 10 minut przy 4000 RPM w temperaturze 4°C,
supernatant odrzucano, a uzyskany osad bakteryjny zawieszano w 20 ml buforu Tbfl
schtodzonego do temperatury 4°C. Nastepnie zawiesine inkubowano przez 5 minut w lodzie,
wirowano jak wyzej, odrzucano supernatant, a osad bakterii zawieszano w 2 ml buforu Tbf2
0 temperaturze 4°C. Po 10 minutowej inkubacji w lodzie zawiesing bakterii porcjowano po 50
ul do jalowych 1.5 ml probowek polietylenowych i zamrazano w cieklym azocie.
Przygotowane bakterie kompetentne E. coli, szczep TOP10 przechowywano

w temperaturze —80°C do momentu transformacji plazmidem pGEM-T Easy.
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Transformacja komorek kompetentnych E. coli szczep TOP10 plazmidem pGEM-T
Easy. Transformacj¢ komoérek kompetentnych przeprowadzono w komorze do pracy
z bakteriami z wykorzystaniem termobloku. Przygotowane komorki kompetentne w 1,5 ml
probowkach polietylenowych przeniesiono z zamrazarki niskotemperaturowej do lodu.
Proboéwki inkubowano w lodzie przez 15 minut, a nastgpnie do zawiesiny komorek
kompetentnych podano 5 ul mieszaniny ligacyjnej. Catos$¢ delikatnie mieszano i inkubowano
w lodzie przez 30 minut, po czym probowki umieszczono na 60 sekund w termobloku
w temperaturze 42°C, w celu wywotania szoku termicznego. Doktadnie po 60 sekundach
probowki ponownie umieszczono na 2 minuty w lodzie, a nast¢pnie do kazdej proby dodano
200 pl ptynnej pozywki LB 0 temperaturze pokojowej bez ampicyliny. Zawiesing komorek
bakteryjnych wytrzasano przez 1 godzing w temperaturze 37°C przy 600 RPM.
Po zakonczeniu inkubacji calo$¢ zawiesiny przeniesiono na jalowe plytki Petriego
zawierajace stale podloze LB-agar z ampicyling oraz rozprowadzonymi uprzednio
na powierzchni 100 pul IPTG o stgzeniu 100 uM oraz 10 ul X-Gal o stgzeniu 50 mg/ml w celu
selekcji bakterii, ktore pobraty plazmid zawierajacy insert. Plytki inkubowano w cieplarce
przez noc w temperaturze 37°C.

Selekcja klonoéw. Na ptytkach bakteryjnych oszacowano liczbe biatych kolonii
bakteryjnych zawierajacych plazmid pGEM-T Easy z insertem. Z kazdej ptytki wytypowano
po 5 biatych kolonii bakteryjnych do szybkiej izolacji plazmidu w celu potwierdzenia
obecnosci insertu reakcjg PCR. Szybka izolacj¢ plazmidu przeprowadzono z wykorzystaniem
0,1% roztworu detergentu NP—40. Uzyskany supernatant zawierajagcy plazmid uzyto
do reakcji PCR.

Reakcje PCR przygotowano w komorze z laminarnym przeptywem powietrza
w 0,2 ml probowkach do reakcji PCR, z wykorzystaniem termocyklera PTC-200
oraz komercyjnego zestawu Dream Tagq DNA Polymerase, ThermoScientific Inc. (Waltham,
MA). W reakcji PCR wykorzystano startery M13F: 5° CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC
GAC 3’ oraz M13R: 5" TCA CAC AGG AAA CAG CTA TGA C 3’. Startery te byty rowniez
wykorzystywane w reakcji sekwencjonowania plazmidu z insertem. Sktad mieszaniny

reakcyjnej oraz profil termiczny reakcji podano ponize;j.
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10xstezony bufor do reakcji 1,3 ul Wstepna denaturacja 95°C/5 minut
dNTPs [2,5 mM] 1,0 ul Denaturacja 95°C/30 sek
Starter M13F [10 uM] 0,5 ul Przylaczanie starteréw 55°C/30sek

Starter M13R [10 uM] 0,5 ul wydtuzanie produktu PCR  72°C/40 sek
Plazmid z insertem 2,5ul Koncowe wydtuzanie ~ 72°C/5 minut

Polimeraza DreamTagq [5 U/ul] 0,2 ul
H,O dejonizowana 7,0 ul
FET

Na podstawie przeprowadzonej reakcji PCR 1 rozdzialu elektroforetycznego
produktow wyselekcjonowano klony bakterii E. coli szczep TOP10, ktore zawieraty plazmid
PGEM-T Easy z insertem o odpowiedniej dilugosci. Klony te zostaly wykorzystane
do namnozenia i izolacji plazmidéw w celu przeprowadzenia reakcji sekwencjonowania.

Hodowla kolonii bakteryjnych zawierajgcych prawidlowy insert oraz izolacja
plazmidowego DNA. Do 15 ml proboéwek polipropylenowych podano 3 ml jatowej, ptynne;j
pozywki LB oraz 3 pl ampicyliny o stezeniu 100 mg/ml. Do tak przygotowanych probowek
przeniesiono jalowym tipsem wyselekcjonowane kolonie bakteryjne zawierajace plazmid
z insertem odpowiedniej dlugosci. Kontrole negatywna stanowita ptynna pozywka LB bez
dodatku antybiotyku, do ktorej nie podano zadnej kolonii bakteryjnej. Hodowle prowadzono
przez noc z uzyciem wytrzasarki do hodowli bakteryjnych przy 180 RPM w temperaturze
37°C. Nastgpnego dnia z uzyskanej zawiesiny bakteryjnej izolowano plazmidowy DNA
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu do izolacji plazmidow PureYield Plasmid Miniprep
System, Promega (Sunnyvale, CA). Izolacj¢ plazmidu przeprowadzono w 1,5 ml probowkach
polietylenowych. Zawiesing bakteryjng z calonocnej hodowli wirowano przez 10 minut przy
maksymalnej predkosci. Supernatant zlano, a osad bakterii zawieszono w 600 pl wody
dejonizowanej. Nastepnie podano 100 pl buforu lizujacego, a po lizie do catosci mieszaniny
podano 350 pl roztworu neutralizujacego, schtodzonego do 4°C. Mieszano przez odwracanie
I wirowano przy maksymalnej predko$ci przez 3 minuty w temperaturze pokojowe;.
Uzyskany supernatant (ok. 900 ul) przeniesiono na kolumne wigzacg plazmid. Kolumng
wirowano przez 15 sekund przy maksymalnej predkosci, przemyto 200 pl roztworu
usuwajacego endotoksyne, ponownie wirowano i przemyto 400 pl roztworu phuczacego.
Po ostatnim przemyciu kolumne przeniesiono do nowej 1,5 ml probowki polietylenowej
podajac na $rodek zloza 30 pl buforu elucyjnego. Probowke inkubowano 1 minute

w temperaturze pokojowej, po czym wirowano przez 15 sekund przy maksymalnej predkosci.
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Uzyskany supernatant zawieral plazmid pGEM-T Easy z wklonowanym insertem. Plazmid
ten zostal wykorzystany do reakcji sekwencjonowania przeprowadzonej w Wydzialowej
Pracowni Technik Biologii Molekularnej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Otrzymane wyniki sekwencjonowania zostatly przeanalizowane z uzyciem programu BiQ
Analyzer [92], a nastepnie umieszczone na serwerze Bisulfite sequencing Data Presentation
and Compilation (BDPC) [93] w celu prezentacji danych w sekcji wynikowej.

3.5.8. Wysokorozdzielcza analiza temperatur topnienia produktow PCR
deaminowanego DNA - analiza HRM (ang. high resolution melting)

Poziom metylacji DNA w obrgbie regionow promotorowych genow PHD1, PHD2,
PHD3, FIH, HIF-Ia i HIF-2a dla wszystkich prob pacjentow oraz linii komérkowych
HCT116 i DLD-1 okreslono z uzyciem wysokorozdzielczej analizy temperatur topnienia
(ang. high resolution melting analysis, analiza HRM). Produkty PCR deaminowanego DNA
réznig si¢ zawartoscig cytozyn. Produkt PCR zametylowany posiada cytozyny, ktore
nie ulegly konwersji w trakcie reakcji deaminacji. Z kolei produkt PCR niezmetylowany
W miejscu cytozyn po konwersji posiada uracyl, ktory w trakcie reakcji PCR jest zastepowany
tyming. Obserwacja réznic temperatur topnienia pomie¢dzy produktami pozwala na bardzo
doktadne okres$lenie stopnia metylacji badanej proby DNA.

Proby amplifikowano w reakcji Real Time PCR z uzyciem aparatu Light Cycler®480
Real-Time PCR System, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Niemcy) oraz komercyjnego
zestawu Hot FIREPol EvaGreen HRM Mix, Solis BioDyne Co. (Tartu, Estonia), w ktorym
barwnikiem fluorescencyjnym podlegajacym detekcji jest EvaGreen. Startery byty
projektowane z uzyciem programu MethylPrimer Express, Applied Biosystems (Grand
Island, NY). Wysoka rozdzielczo$¢ analizy HRM jest uzyskiwana przy dtugosci produktow
PCR do 250 par zasad. Z tego powodu kazda z wysp CpG byla analizowana jedng do trzech
par starteréw w zaleznosci od mozliwosci amplifikacji produktu w obrebie regionow
promotorowych badanych gendéw. Sekwencje oligonukleotydéw wykorzystanych w reakcji
do analiz HRM przedstawia Tabela 6. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny
reakcji podano ponize;j.

Matrycami w reakcji bylo deaminowane DNA prob pacjentow, pochodzace z linii
komoérkowych HCT116 1 DLD-1 oraz wzorcéw metylacji DNA. Wzorce DNA o rdznej
procentowosci metylacji otrzymano poprzez zmieszanie wzorca calkowicie zmetylowanego
I catkowicie odmetylowanego w roznych proporcjach. Reakcje prowadzono w warunkach
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umozliwiajacych detekcje 1% metylacji. W celu okreslenia zawarto$ci procentowej metylacji,

profil HRM préb badanych byt porownywany z profilem otrzymanym dla wzorcow [94, 95].

Analiza profilu metylacji byla wykonana w programie Light Cycler®480 Gene Scanning

software, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Niemcy). Powszechnie przyjmuje sig,

ze niski procent metylacji DNA nie wykazuje znaczacego efektu biologicznego, dlatego dla

analiz statystycznych wyniki procentowe dla pacjentow zostaly podzielone na trzy grupy:
0-1% metylacji, 1-10% metylacji, 10-100% metylacji [96-98].

Hot FIREPol EvaGreen HRM Mix 2.0 ul' Wstepna denaturacja 95°C/15 minut
Starter przedni [10 pM] 0.2 ul IE)en?turaCJ.a 95°C/10-20 sek*
rzylaczanie o
Starter wsteczny [10 uM] 0.2 ul starterow 56-60°C*/10-20sek™
Matryca deaminowanego DNA 1.0 ul wydhuzanie o /1) *
" H oroduktu PCR 72°C/10-20 sek
H-0 dejonizowana 6.6 1l 7 Analiza temp. 65-95°C /odczyt
10 ul topnienia fluorescencji co 0.01°C
*temperatura i/lub czas zmienny w
zaleznosci

od zastosowanej pary starteréw
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Tabela 6. Sekwencje oligonukleotydéw uzytych w analizie HRM.

. . Pozycja na chormosomie wg. UCSC Dlugos¢
N tart ’_ 9
Azwa starterow Sekwencja (5-3°) (GRCh37/hg19) produktu (pz)
F: GTGTGGTTATGAATTTTGTGTG
PHD1.1 chr19: 41 304 036-41 304 177 142
R: CTACACCAATCCCCTACAAAC
HDL 2 F: CGGGTAGGTTTGTTTATGTAAA o8
' R: ACACGAAATTCATTTACATCCT chrl9: 41 304 758-41 304 922
F: GGGAGTTTGATTTTTGGATTTAGT
PHD2.1 chrl: 231 558 400 — 231 558 576 177
R: AATCATAACTACTCTTCCTCCAAACC
F: TTAGCGTTAGGATTGGAAGAAG
PHD2.2 chrl: 231 557 348- 231 557 497 150
R: ACCTTCCTAAACTCCCGAAC
F:-GGGGTTCGGGAGTTTAGGAAGGTAG
PHD2.3 chr1:231 557 283-231 557 370 88
R: CCGAAAACTTAACCTTTACTTTTCCCTTAAC
F: CGTGGTAGTCGTAGGTTTTTG
PHD3.1 ch14: 34 419 922-34 420 080 159
R: TCTCCAAATCCAACCTCATAAT
F: GTTGGATTTGGAGAAAATTG
PHD3.2 chl4: 34 419 795-34 419 935 141
R: ACCCCGATACAATACAACTAC
F: TTGTATGTCGATTTTTTAGGGT
PHD3.3 chrl4: 34 419 400 -34 419 538 139
R: ACCTAAACCCCTTAACGTTAAC
F: TTGGGTGTGTGGTTTTTTTG
FIH.1 chr10: 102 295 626- 102 295 765 140
R: CGAAACTCTCCAAAACCAAAAACC
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F: AGATTAAAGGAAGGGTTTGTTGTTA
HIF-1a.1 chl14: 62 161 655-62 161 825 171
R: AAATATGATGTATGTTTGGGATTAGGT

F: GTTGGGTTTTGATAAGTTATTTGAG
HIF-1a.2 chrl4: 62 162 301-62 162 427 127
R: AAAACAAATCCAAAAATAAAAATAC

F: TTTGAGATTGTATGGTTAGT
HIF-2a.1 chr2: 46 524 636-46 524 769 134
R: GAAAAAGGAATTTGGGTTTTTTTT

F: GAGCGGACGAGGGTTATA
HIF-2a.2 chr2: 46 524 969-46 525 075 107
R: TTTTCTTCTCCTTATCAACTATCATT

F: ATGTTTATCGGGAATGTGGTA
HIF-20.3 chr2: 46 526 762-46 526 905 144
R: CCTACTCCCAAATTTCTCGATA

Forward: starter przedni (ang. forward)

Reverse: starter wsteczny (ang. reverse)
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3.5.9. Obliczenia statystyczne

Obliczenia statystyczne wykonano w programie Statistica 10PL firmy Stat-Soft Inc.
Weryfikacja rozktadu normalnego dla pacjentdéw zostata przeprowadzona z uzyciem testu
Shapiro-Wilka. W zaleznosci od otrzymanego wyniku stosowano parametryczny, obustronny
test t-studenta lub test nieparametryczny, U-Manna-Whitney’a. W tabelach zostaty podane
mediany oraz wartos$ci najmniejsza i najwigksza. Dla wykazania istotno$ci réznic w poziomie
metylacji zastosowano test Chi-kwadrat. Z kolei, by wykaza¢ zalezno$¢ pomig¢dzy réoznymi
zakresami metylacji (0-1%, 1-10% i 10-100% metylacji), a wspotczynnikiem ekspresji genu
na poziomie mRNA w tkance nowotworowej w poréwnaniu z tkanka histopatologicznie
niezmieniong zastosowano test Kruskala-Wallisa.

Istotno$¢ statystyczna dla wynikow otrzymanych dla linii komoérkowych byta
ewaluowana testem ANOVA. Dla wszystkich grup, ktore spetialy wstgpne kryteria
zastosowano test post-hoc Tukey’a przy zatozeniach rozktadu obustronnego.

Wszystkie wykazane rdéznice 1 wyznaczone wspotczynniki korelacji przyjeto
za statystycznie istotne przy poziomie istotnosci P<0.05. Oznaczenia: * p<0.05; ** p<0.01;
***p< 0.001.
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4. WYNIKI

4.1. Poziom transkryptu oraz bialka dla genow PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF-1a
i HIF-2a w pierwotnej tkance nowotworowej i histopatologicznie niezmienionej jelita

grubego u chorych z CRC
W celu okreslenia poziomu transkryptu i biatka genéw PHD1, PHD2, PHD3, FIH,

HIF-/a 1 HIF-2a w tkance pierwotnej nowotworowej i histopatologicznie niezmienionej
pobranej od dziewigédziesigciu pacjentow z rakiem jelita grubego uzyto gPCR i techniki
western blot (opis metod w rozdziale 3.5.4, 3.5.5.) . Wykazano istotny statystycznie obnizony
poziom transkryptu (p = 0,000296, p <0,00001, p <0,00001) i biatka (p = 0,00416,
p = 0,0071, p <0,00001) PHD1, PHD2 i PHD3 w pierwotnej tkance nowotworowej
w poréwnaniu z tkankg histopatologicznie niezmieniong (Rycina 8A, Rycina 9, Rycina 10).
Stwierdzono réwniez obnizony poziom transkryptu HIF-2a w pierwotnej tkance
nowotworowej w poréwnaniu z tkanka histopatologicznie niezmieniong (p=0,000027) oraz
nie wykryto obecnosci biatka HIF-2a w badanym materiale klinicznym (Rycina 8B). Ponadto,
zaobserwowano istotny statystycznie nizszy poziom transkryptu i biatka PHD1, PHD2, PHD3
i HIF-2a w tkance nowotworowej w roznych grupach wiekowych, piciach, lokalizacji
anatomicznej guza, stopniach zto§liwosci histologicznej (G2 i G3), poziomach skali Dukesa
(Tabela 7). W przeciwienstwie do opisanych powyzej wynikow, nie zaobserwowano istotnej
statystycznie réznicy w poziomie transkryptu FIH i HIF-1o pomiedzy tkanka pierwotna
nowotworowa w poréwnaniu z tkanka histopatologicznie niezmieniong (p = 0,583, p=0,124)
oraz nie wykryto z zastosowaniem techniki western blot biatka HIF-la w materiale
Klinicznym (Rycina 8A, 8B). Jednakze, zaobserwowano istotny statystycznie wyzszy poziom
biatka FIH w pierwotnej tkance nowotworowej w porownaniu z tkanka histopatologicznie
niezmieniong (p=0,0169) (Rycina 9, Rycina 10). Zauwazono réwniez istotny statystycznie
wyzszy poziom biatka FIH w tkance nowotworowej w grupie me¢zczyzn (p = 0,021),
u pacjentow w wieku powyzej 60 r.z. (p = 0,0257), z nowotworem zlokalizowanym
w odbytnicy (p = 0,031) i drugim stopniem zlosliwosci histologicznej (G2) (p = 0,0226)
(Tabela 7).

61



WYNIKI

>

log [PHD1/ PHD2/ PHD3/ FIH mRNA]
= = N N w w & & o a
T ¢ ¢ Q@ o Q@ « < 4«

o
(631
1

o
o

p=0,000296 p<0,00001 p<0,00001 p=0,583
1 1 1 1 1 1 1 1
o
o oo
° o
0©
00,00 * o °
%000° 00° .
02030080 X °
S HCR N o 20°
og o 0 ' ° ® °
S $ o™ %@ Y s ':.:
L 3 Hiah veis SRR N
° o) :o’.’.o o3 9) % PN ° ®
00© r.w ng&oog () (o] 0
©060° coeet? 00 3 v Qo0 & o o x O
o 0o’ o_o 0g0.%0 000 r‘"’:
o Seoo %o 6o ®
*ea® o4 (o} °
o© .Iﬂé.ﬁ. 8 [ ]
o050 00
. %600 .2."..‘
[ ]
O o o000,
* o
o
[
o

PHD1 PHD2 PHD3 FIH

62



WYNIKI

B p=0,124 p=0,000027
| | | |
6=
°
S s
E Ce
Che v
L
T 31
\5 ......
—
U 21
= o
o> 1+
o

HIF 1o HIF2o

Rycina 8. Tlo$¢ transkryptu PHD1, PHD2, PHD3 i FIH (A) i HIF1a, HIF2a (B) w pierwotnej tkance nowotworowej i histopatologicznie niezmienionej jelita grubego
pobranych od pacjentéw z CRC.

Pierwotng tkanke nowotworowg (®) i histopatologicznie niezmieniong jelita grubego (o) pobrang od dziewie¢dziesieciu pacjentéw z CRC uzyto do izolacji RNA. Catkowity RNA
poddano reakcji odwrotnej transkrypcji i wzgledng ilo$¢ kopii CDNA oznaczono za pomocg qPCR. Ilos¢ mRNA badanych genéw standaryzowano wzgledem poziomu $redniej
geometrycznej transkryptow PBGD i hMRPL19. Ilosci PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF 1o, HIF2a mRNA przedstawiono jako logarytm dziesigtny wielokrotnosci tych kopii cDNA w
kalibratorze. Warto$¢ p oceniono za pomoca obustronnego testu t-studenta dla zmiennych niepowiazanych lub nieparametrycznego testu U-Manna-Whitneya.
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Rycina 9. Ile$¢ biatlka PHD1, PHD2, PHD3 i FIH w pierwotnej tkance nowotworowej i histopatologicznie niezmienionej jelita grubego pobranych od pacjentow

ZCRC.

Pierwotng tkanke nowotworowa (@) i histopatologicznie niezmieniong jelita grubego (o) pobrang od dziewiecdziesieciu pacjentow z CRC uzyto do izolacji biatka. Biatka rozdzielono
w 10% SDS-PAGE i przeniesiono na membrane nitrocelulozows, ktora zostata nastepnie poddana analizie western blot. Ilosci biatek PHD1, PHD2, PHD3 i FIH przedstawiono jako
logarytm dziesigtny z ich gesto$ci optycznej w stosunku do gestosci optycznej GAPDH. Warto$¢ p oceniono za pomocg obustronnego testu t-studenta dla zmiennych niepowigzanych
lub nieparametrycznego testu U-Manna-Whitneya.
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Rycina 10. Przykladowy wynik analizy western blot dla tkanki histopatologicznie niezmienionej (N) i pierwotnej tkanki nowotworowej (C) u pacjentéw z CRC.
Biatka rozdzielono w 10% SDS-PAGE i przeniesiono na membrane nitrocelulozowa, ktéra zostala nastgpnie poddana analizie western blot. Membrany byly inkubowane
z anty-kroliczymi przeciwciatami I rzgdowymi -PHD1, - PHD2, -PHD3 i —FIH, Novus Biologicals (Camridge, Wielka Brytania), a nastgpnie z kozim anty-kroliczym przeciwciatem 11
rzedowym sprz¢zonym z HRP, Santa Cruz (Dallas, TX). Kolejno podano 1 ml mieszaniny substratu dla HRP, SuperSignal West Femto Substrate, ThermoScientific Inc. (Waltham,
MA). W celu detekeji sygnatu, catosé umieszczono w aparacie do detekcji chemiluminescenciji Biospectrum® Imaging System 500, UVP (Upland, CA).
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Tabela 7, Tlo$¢ transkryptu i biatka PHD1(A), PHD2 (B), PHD3 (C), FIH (D) i transkryptu HIF-1a (E),
HIF-2a (F) w pierwotnej tkance nowotworowej i histopatologicznie niezmienionej jelita grubego
pobranych od pacjentow z CRC z uwzglednieniem charakterystyki klinicznej.

pierwotna tkanka

tkanka
histopatologicznie

Falok nowotworowa niezmieniona P
mediana (zakres) mediana (zakres)
transkrypt 3,278 (1,240-,738) 3,515 (1,459-5,204) 0,000296
biatko 2,612 (1,132-3,560) 2,968 (2,132-5,256) 0,00416
Wiek (Lata)
<60 transkrypt 3,264 (2,854-4,738) 3,394 (2,784-5,204) 0,0387
biatko 2,549 (1,805-3,414) 3,000 (2,579-3,512) 0,0576
60 transkrypt 3,303 (1,240-3,904) 3,758 (1,459-4,896) 0,00428
biatko 2,612 (1,132-3,560) 2,962 (2,132-5,256) 0,0279
Pleé
Kobieta transkrypt 3,303 (1,241-3,904) 3,758 (1,459-4,896) 0,00189
biatko 2,707 (1,779-3,414) 3,000 (2,132-5,256) 0,0227
Mezczvana transkrypt 3,264 (2,854-4,738) 3,394 (2,784-5,204) 0,0387
¥2ezy biatko 2,503 (1,132-3,560) 2,919 (2,152-4,011) 0,063
okrgztﬁzﬁuii?y?n e _UANSkrypt 3,246 (2,790-3,899) 3,351 (2.905-4.318) 076
biatko 2,838(1,780-3,560) 3,139 (2,132-5,256) 0,0137
okreznica dystalna transkrypt 3,151 (2,854-3,669) 3,506 (2,784-4,328) 0,00548
biatko 2,480 (2,167-2,549) 2,896 (2,470-3,001) 0,0374
Odbytnica transkrypt 3,344 (1,240-4,388) 3,549 (1,459-5,204) 0,0641
biatko 2,563 (1,132-3,414) 2,846 (2,152-3,704) 0,0991
Stopien zlosliwosci
histologicznej
transkrypt 3,176 (3,157-3,266) 3,533 (3,122-4,318) 0,513
Gl biatko 2,207 (2,065-2,350) 2,462 (2,152-2,772) 0,438
G2 transkrypt 3,278 (1,240-4,388) 3,462 (1,459-5,204) 0,0141
biatko 2,549 (1,132-3,413) 2,999 (2,316-4,848) 0,0105
G3 transkrypt 3,307 (2,854-3,754) 3,568 (3,029-4,896) 0,0136
biatko 2,612 (2,623-3,414) 2,885 (2,132-5,256) 0,521
Skala Dukesa
A transkrypt 3,276 (3,157-3,669) 3,872 (3,218-4,318) 0,0476
biatko 2,543 (2,480-2,817) 2,470 (2,316-4,848) 0,513
B transkrypt 3,305 (2,790-4,388) 3,487 (2,905-4,318) 0,213
biatko 2,549 (1,132-3,216) 3,000 (2,442-3,358) 0,0649
C transkrypt 3,344 (1,240-3,899) 3,691 (1,459-5,204) 0,0115
biatko 2,744 (2,112-3,414) 2,954 (2,132-5,256) 0,0932
Stadium nowotworu
T1 transkrypt 3,279 (3,157-3,462) 3,872 (3,364-4,318) 0,127
biatko 2,412 (1,921-2,498) 2,951 (0,939-3,020) 0,517
T transkrypt 3,508 (3,231-3,697) 3,567 (3,216-4,238) 0,655
biatko 2,836 (2,480-2,982) 2,986 (2,470-4,848) 0,174
T3 transkrypt 3,303 (1,240-4,388) 3,564 (1,459-5,204) 0,00747
biatko 2,600 (1,132-3,414) 2,968 (2,132-5,256) 0,0588
T4 transkrypt 3,326 (3,124-3,767) 3,644 (3,176-4,218) 0,337
biatko 2,437 (2,280-2,986) 2,951 (2,582-3,064) 0,275
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. tkanka
pierwotna tkanka hi .
PHD2 nowotworowa lstppatc_)loglczme p
niezmieniona
mediana (zakres) mediana (zakres)
transkrypt 3,069 (1,842-,4,147)  3,355(2,561-4,552)  p<0,00001
biatko 2,661 (0,374-4,132) 2,876 (1,749-5,545) 0,00710
Wiek (Lata)
<60 transkrypt 3,070 (2,727-3,460) 3,361 (3,012-3,784) 0,0243
biatko 2,605 (0,374-3,188) 3,032 (2,337-4,867) 0,000573
60 transkrypt 3,058 (1,842-4,174) 3,354 (2,561-4,552) 0,000005
biatko 2,660 (0,374-3,189) 2,813 (1,749-4,867) 0,0230
Pleé
Kobieta transkrypt 3,042 (2,591-3,460) 3,438 (2,561-4,552) 0,000028
biatko 2,660 (1,616-3,077) 3,079 (2,157-5,545) 0,050
Mezczvzna transkrypt 3,088 (1,842-4,174) 3,264 (2,595-4,505) 0,00254
erezy biatko 2,606 (0,374-3,188) 3,022 (2,337-4,867) 0,000573
okrgztﬁzﬁuii?y?n vy _transkiypt 3,035 (2058-3.747) 3,360 (2.724-45552)  0,00611
biatko 2,534 (0,374-2,730) 2,721(2,157-3,439) 0,0364
okreznica dystalna transkrypt 2,974 (2,727-3,515) 3,413 (2,561-4,129) 0,00345
biatko 2,846 (2,469-3,188) 3,227 (3,044-3,783) 0,0281
Odbytnica transkrypt 3,108 (1,842-4,147) 3,237 (2,596-4,506) 0,00217
biatko 2,678 (1,109-4,132) 3,051 (1,749-5,545) 0,0188
Stopien zlo§liwosci
histologicznej
transkrypt 2,862 (2,770-3,198) 3,447 (2,973-4,129) 0,0833
Gl biatko 2,000 (0,374-2,900) 2,700 (2,400-2,800) 0,0615
G2 transkrypt 3,054 (1,842-4,147) 3,230 (2,561-4,552) 0,00128
biatko 2,669 (1,108-4,132) 2,876 (2,116-5,545) 0,0415
G3 transkrypt 3,105 (2,591-3,515) 3,414 (3,049-4,113) 0,000389
biatko 2,574 (1,251-3,188) 3,104 (1,749-4,867) 0,0576
Skala Dukesa
A transkrypt 3,172 (2,905-3,515) 3,794 (2,982-4,552) 0,0587
biatko 2,100 (0,374- 2,300) 2,701 (2,402- 2,803) 0,169
B transkrypt 3,105 (2,727-4,147) 3,319 (2,561-3,741) 0,0707
biatko 2,673 (2,209-3,188) 2,831 (2,157-3,915) 0,773
C transkrypt 3,069 (1,842-3,439) 3,385 (2,796-4,506) 0,000327
biatko 2,661 (1,108-4,132) 3,094 (1,749-5,545) 0,00634
Stadium nowotworu
T1 transkrypt 3,172 (2,905-3,404) 3,492 (2,982-4,129) 0,248
biatko 2,229 (0,374-2,568) 2,458 (1,749-2,786) 0,462
T transkrypt 3,181 (3,009-3,515) 3,414 (3,122-4,552) 0,0639
biatko 2,568 (2,229-4,132) 2,749 (2,458-2,786) 0,628
T3 transkrypt 3,036 (2,271-4,147) 3,348 (2,561-4,505) 0,000147
biatko 2,667 (1,107-3,414) 3,065 (2,157-5,545) 0,0294
T4 transkrypt 3,273 (1,842-3,435) 3,411 (2,880-3,764) 0,0782
biatko 2,751 (1,616-3,011) 3,099 (2,685-3,120) 0,275
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. tkanka
pierwotna tkanka hi L
PHD3 nowotworowa lstgpat(_alogmzme p
niezmieniona
mediana (zakres) mediana (zakres)
transkrypt 2,562 (1,941-4,245) 2,910 (2,005-5,062)  p<0,00001
biatko 2,481(0,677-3,590) 3,175 (0,939-5,518)  p<0,00001
Wiek (Lata)
<60 transkrypt 2,634 (2,018-3,085) 3,378 (2,561-4,734) 0,00791
biatko 2,505 (1,229-3,069) 3,227 (2,885-3,564) 0,00601
60 transkrypt 2,534 (1,941-4,245) 2,901 (2,005-5,062) 0,000016
biatko 2,464 (0,677-3,590) 3,121 (0,939-5,518) 0,00001
Pleé
Kobieta transkrypt 2,617 (2,008-3,085) 2,931 (2,005-5,062) 0,000189
biatko 2,481 (1,229-3,590) 3,210 (0,939-4,638) 0,000665
Mesczvzna transkrypt 2,531 (1,941-4,245) 2,909 (2,233-4,734) 0,000832
erezy biatko 2,507 (0,677-3,533) 2,986 (2,484-5,518) 0,00027
Oszr'ﬁgzi?yfn g _ranskrypt 2556 (2,267-3,300) 2,794 (2,0055,062) _ 0,00636
biatko 2,756 (1,395-3,590) 3,358 (1,978-4,638) 0,00172
okreznica dystalna transkrypt 2,699 (2,023-3,156) 2,960 (2,329-3,665) 0,0378
biatko 2,360 (1,538-2,604) 2,777 (0,939-5,518) 0,0543
Odbytnica transkrypt 2,540 (1,941-4,245) 2,900 (2,233-4,866) 0,000481
biatko 2,434 (0,677-3,025) 2,947 (2,484-5439)  0,00002
Stopien zlo§liwosci
histologicznej
transkrypt 2,121 (1,941-4,245) 3,061 (2,233-3,890) 0,438
Gl biatko 2,398 (2,299-2,497) 2,030 (0,939-3,121) 0,99
G2 transkrypt 2,531 (2,008-4,245) 2,900 (2,005-4,875) 0,000004
biatko 2,415 (0,677-3,590) 3,137 (1,978-4,638) 0,000009
G3 transkrypt 2,716 (1,984-3,158) 2,994 (2,283-5,062) 0,0267
bialko 2,604 (1,229-3,021) 3,227 (2,501-5,518)  0,00124
Skala Dukesa
A transkrypt 2,559 (2,008-3,308) 3,374 (2,794-4,866) 0,0374
biatko 2,454 (1,865-2,727) 2,796 (0,939-5,518) 0,149
B transkrypt 2,569 (2,193-3,156) 3,077 (2,005-3,741) 0,0018
biatko 2,415 (1,394-2,988) 3,292 (2,841-4,309) 0,000069
c transkrypt 2,662 (1,984-4,245) 2,898 (2,283-5,062)  0,00680
biatko 2,639 (0,677-3,590) 3,358 (2,484-5,439) 0,002
Stadium nowotworu
1 transkrypt 3,108 (2,910-3,308) 3,247 (2,900-3,594) 0,99
biatko 2,410 (1,865-2,497) 2,951 (0,939-3,020) 0,517
T transkrypt 2,605 (2,338-3,158) 2,865 (2,761-3,665) 0,0181
biatko 2,727 (2,604-2,945) 3,665 (2,564-5,518) 0,175
3 transkrypt 2,572 (1,984-4,245) 2,951 (2,005-5,662)  0,000221
biatko 2,464 (0,677-3,437) 3,212 (2,501-5,439) 0,000002
4 transkrypt 2,706 (2,453-3,060) 3,161 (2,760-3,455) 0,0374
biatko 2,506 (1,883-3,590) 3,617 (2,484-4,413) 0,149
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. tkanka
TS LEa histopatologicznie
FIH nowotworowa Istopatolog p
niezmieniona
mediana (zakres) mediana (zakres)
transkrypt 3,080 (2,576- 3,556) 3,131 (0,373-3,745) 0,583
biatko 2,965 (1,217-5,310) 2,785 (0,962-4,394) 0,0169
Wiek (Lata)
<60 transkrypt 3,154 (2,904-3,551) 3,265 (2,367-3,606) 0,885
biatko 2,989 (1,437-3,449) 2,889 (2,552-3,055) 0,248
60 transkrypt 3,071 (2,576-3,556) 3,108 (0,373-3,745) 0,596
biatko 2,947 (1,217-5,310) 2,776 (0,963-4,394) 0,0257
Pleé
Kobieta transkrypt 3,161 (2,731-3,551) 3,233 (0,373-3,706) 0,411
biatko 2,927 (1,217-3,944) 2,803 (0,963-3,927) 0,267
Mesczvzna transkrypt 3,058 (2,576-3,556) 3,069 (2,367-3,745) 0,795
erezy biatko 2,983 (1,949-5,310) 2,776 (1,066-4,394) 0,0210
Oquzlr_l?cl:laII)Irzc)alI(CsJ;malna transkrypt 3,111 (2,756-3.556) 3,222 (2,692-3.705) 0,201
biatko 2,811 (1,217-3,843) 2,743 (0,963-4,207) 0,435
. transkrypt 3,040 (2,576-3,500) 3,243 (2,414-3,745) 0,327
Okrgznica dystalna biatko 3,100 (1,949-5310) 2,905 (1,066-4,394) 0,375
Odbytnica transkrypt 3,128 (2,660-3,551) 3,063 (0,373-3,550) 0,117
biatko 3,036 (1,437-4,433) 2,798 (1,776-3,927) 0,031
Stopien zlo§liwosci
histologicznej
transkrypt 3,108 (3,055-3,161) 2,889 (2,845-2,933) 0,0869
Gl biatko 3,059 (2,787-3,332) 2,665 (2,313-3,018) 0,99
G2 transkrypt 3,080 (2,576-3,511) 3,131 (1,768-3,706) 0,589
biatko 3,016 (1,217-5,310) 2,878 (0,963-4,394) 0,0226
G3 transkrypt 3,169 (2,773-3,551) 3,169 (0,373-3,745) 0,213
bialko 2,741 (2,276-2,741) 2,710 (2,139-3,452) 0,520
Skala Dukesa
A transkrypt 3,041 (2,660-3,500) 2,883 (1,768-3,745) 0,631
biatko 3,033 (2,844-3,836) 2,742 (1,066-3,025) 0,0832
B transkrypt 3,089 (2,576-3,403) 3,243 (2,692-3,523) 0,0522
biatko 2,916 (1,437-3,343) 2,745 (1,776-3,419) 0,213
c transkrypt 3,154 (2,756-3,551) 3,169 (0,373-3,706) 0,570
biatko 3,011 (1,217-4,433) 2,817 (2,139-3,702) 0,153
Stadium nowotworu
1 transkrypt 3,230 (3,061-3,399) 3,109 (2,744-3,474) 0,99
biatko 2,930 (2,844-3,016) 2,045 (1,066-3,025) 0,99
T transkrypt 3,206 (2,660-3,500) 3,169 (2,568-3,745) 0,749
biatko 3,022 (2,276-4,052) 2,675 (2,245-3,452) 0,465
3 transkrypt 3,131 (2,731-3,551) 3,147 (0,373-3,606) 0,967
biatko 2,947 (1,437-3,836) 2,802 (1,776-3,702) 0,0544
4 transkrypt 3,179 (2,576-3,511) 3,355 (3,244-3,700) 0,200
biatko 2,729 (1,217-4,443) 2,717 (2,411-2,954) 0,873
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pierwotna tkanka

tkanka
histopatologicznie

HIF1a nowotworowa niezmieniona p
mediana (zakres) mediana (zakres)
2,940 (1,855-4,288) 3,005 (1,234-4,496) 0,815
Wiek (Lata)
<60 2,773 (1,885-4,288) 3,071 (2,365-4,263) 0,523
>60 2,973 (2,214-4,034) 3,005 (1,234-4,496) 0,920
Pleé
Kobieta 2,841 (1,855-4,288) 3,113 (2,335-4,496) 0,205
Mgzczyzna 3,009 (2,362-4,034) 2,871 (1,234-3,984) 0,334
Lokalizacja
Okre¢znica proksymalna 2,801 (2,214-3,701) 2,886 (2,335-3,984) 0,518
Okreznica dystalna 2,931 (2,239-3,760) 3,159 (1,979-4,496) 0,324
Odbytnica 3,027 (1,885-4,034) 2,908 (1,234-4,263) 0,414
Stopien zlosliwosci
histologicznej
Gl 3,095 (2,512-3,295) 3,709 (2,496-4,496) 0,257
G2 2,841 (1,855-4,034) 2,922 (1,234-3,906) 0,889
G3 3,052 (2,214-3,765) 2,804 (2,370-3,697) 0,524
Skala Dukesa
A 2,089 (2,759-4,034) 3,262 (2,368-4,496) 0,648
B 2,977 (2,239-4,012) 3,141 (2,312-4,263) 0,688
C 2,863 (2,512-3,295) 2,804 (2,370-3,697) 0,524
Stadium nowotworu
T1 3,451 (3,049-4,034) 3,628 (2,368-4,496) 0,952
T2 2,802 (2,635-3,161) 2,981(2,504-3,438) 0,631
T3 2,877 (1,855-4,288) 2,999 (1,234-4,269) 0,783
T4 2,796 (2,653-3,701) 2,713 (2,392-2,886) 0,133
pierwotna tkanka hi tkanka_ .
HIF20 NOWOWOrowa istopatologicznie o
niezmieniona
mediana (zakres) mediana (zakres)
3,265 (2,549-5,686) 3,557 (1,979-6,606) 0,000027
Wiek (Lata)
<60 3,299 (2,549-3,579) 3,758 (3,249-4,227) 0,000615
>60 3,262 (2,583-5,686) 3,541 (1,979-6,606) 0,000954
Pleé
Kobieta 3,285 (2,549-5,686) 3,612 (2,252-6,606) 0,00193
Megzczyzna 3,219 (2,583-4,740) 3,522 (1,979-5,391) 0,00719
Lokalizacja
Okreznica proksymalna 3,272 (2,583-5,686) 3,564 (3,023-6,606) 0,00865
Okreznica dystalna 3,170(2,549-3,604) 3,522 (2,938-4,952) 0,00270
Odbytnica 3,260 (2,583-4,740) 3,504 (1,979-5,430) 0,0878
Stopien zlosliwosci
histologicznej
Gl 3,145 (2,758-3,403) 4,237 (3,130-4,952) 0,0539
G2 3,260 (2,549-4,740) 3,495 (1,979-4,648) 0,00190
G3 3,230 (2,651-5,686) 3,599 (2,252-6,606) 0,0588
Skala Dukesa
A 3,316 (2,794-3,481) 4,046 (2,857-4,952) 0,00885
B 3,283 (2,549-4,740) 3,460 (3,163-4,435) 0,0384
C 3,299 (2,583-5,686) 3,560 (1,979-6,606) 0,113
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Stadium nowotworu

Tl 3,387 (3,036-3,481) 4,367 (3,539-4,952) 0,0223
T2 3,358 (2,794-3,558) 3,564 (2,252-3,952) 0,734

T3 3,277 (2,549-5,686) 3,522 (1,979-6,606) 0,0075
T4 3,292 (3,127-3,887) 3,504 (3,064-4,227) 0,00411

4.2. Poziom metylacji DNA w regionie promotorowym genéw PHD1, PHD2, PHD3, FIH,
HIF-1a, HIF-2a w pierwotnej tkance nowotworowej i histopatologicznie niezmienionej

jelita grubego u chorych z CRC
Poziom metylacji DNA w regionie promotorowym genéw PHD1, PHD2, PHD3, FIH,

HIF-/a i HIF-2a oznaczono z uzyciem sekwencjonowania deaminowanego DNA (opis
metody w rozdziale 3.5.7) i wysokorozdzielczej analizy krzywych temperatur topnienia (opis
metody w rozdziale 3.5.8). Wybrane regiony wysp CpG pigciu losowo wytypowanych
pacjentow (P1-P5) byly poddane analizie poprzez sekwencjonowanie. Stwierdzono wyzszy
poziom metylacji DNA w pierwotnej tkance nowotworowej w poréwnaniu z tkanka
histopatologicznie niezmieniong dla genu PHD3 w regionie chromosomowym chrl4: 34 419
346-34 419 943 i dla genu HIF-2a w regionie chr2:46 526 521-46 527 161 (Rycina 11E,
Rycina 11K). Nie zaobserwowano metylacji DNA genu PHD3 w regionie chrl4: 34 419 929-
34 420 563 i genu HIF-2a w regionie chr2: 46 524 336-46 524 767 oraz chr2: 46 524 751-
46 525 189 (Rycina 11D, Rycina 111 i Rycina 11J). Nie stwierdzono takze metylacji DNA
W regionie promotorowym genéw PHD1, PHD2, FIH i HIF-1la w tkance pierwotnej
nowotworowej i histopatologicznie niezmienionej wybranych pacjentow (Rycina 11A,
RycinallB, RycinallC, Rycina 11F, RycinallG i RycinallH). Wyniki wstgpne uzyskane
za pomocg sekwencjonowania deaminowanego DNA zostaty potwierdzone u wszystkich
pacjentow metoda HRM. Zgodnie z wynikami otrzymanymi metoda sekwencjonowania,
nie zauwazono metylacji DNA w rejonie promotorowym genu PHD1, PHD2, FIH i HIF-1a
w tkance pierwotnej nowotworowej i histopatologicznie niezmienionej pobranej
od dziewigcédziesigciu pacjentow z CRC. Nie wykryto rowniez metylacji DNA w pierwotnej
tkance nowotworowej i histopatologicznie niezmienionej dla genu PHD3 w regionie chrl4:
34 419 922-34 420 080 i dla genu HIF-2a w regionie chr2: 46 524 636-46 524 769 oraz
chr2: 46 524 969-46 525 075 (Rycina 11A, Rycina 11B, Rycina 11C, Rycina 11D, Rycina
11F, Rycina 11G, Rycina 11H, Rycina 111 i Rycina 11J). Stwierdzono takze podwyzszony
sredni poziom metylacji DNA w tkance pierwotnej nowotworowej w porownaniu z tkanka

histopatologicznie niezmieniong W regionie wyspy CpG genu PHD3 : chrl4: 34 419 795-34
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419 935 i chrl4: 34 419 400 -34 419 538 (p <0,00001) oraz genu HIF-2a: chr2: 46 526 762-
46 526 905 (p=0,0003) (Rycina 11E, Rycina 11K i Tabela 8).
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oA chr19:41304043PHDIL frankahistopatologicznie niezmieniona —
wyspaCpGft 2 3 4 S 6 )7 & 9 10 11 12 13 14 1S 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3

| pierwotna tkanka nowotworowa
wyspaCpGlt 2 3 4 5 6 |7 8 9 10 11 12 13 14 131511131920212223242525272829303132331

PHD1.1 PHD1.2
chr19: 41 304 036 chri9: 41304177 chrl9: 41 304 758

tkanka histopatologicznie niezmieniona ——3 tkanka histopatologicznie

niezmieniona

pierwotna tkanka nowotworowa —3= pierwotna tkanka nowotworowa

chril9: 41 304 922
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B

chri:231557 896 tkanka histopatologicznie niezmieniona chri1:231558421
wyspaCpG 1 2 3 4 § 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 33 39 40 41 42 43 44 45 46 47 45 49 S0 51 52 53 54 S5 56 57 53 59 60 61 62 63 64 65 66 67 63 69 70 71 72 73 74

pierwotna tkanka nowotworowa
WyspanG‘ 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1S 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 43 49 S0 S1 S2 S3 54 S5 S6 S7 S5 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 0 71 72 73 74

PHD2.1
chrl: 231 558 400

chrl: 231 558 576

tkanka histopatologicznie niezmieniona —
pierwotna tkanka nowotworowa —
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C

chr1:231557412 PHD2.2 tkanka histopatologicznie niezmieniona chri1:231557915
wyfpaCpG 1 2 3 4 S 6)7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 23 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 43 49 S0 51 52 53 54 S5 56 57 56
P1

pierwotna tkanka nowotworowa
wyspaCpG 1 2 3 4 S 6|7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 25 29 30 31 32 33 34 35 36 37 35 39 40 41 42 43 44 45 46 47 45 49 S0 51 52 53 S4 S5 56 S7 58

PHD2.2 PHD2.3
chrl: 231 557 348 chri: 231 557 497 chrl: 231 557 283 chri: 231 557 370

100%

kanka histopatologicznie niezmieniona —
pierwotna tkanka nowotworowa

pierwotna tkanka nowotworowa
tkanka histopatologicznie niezmieniona
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chri4:34419929 tkanka histopatologicznie niezmieniona PHD3.1 chr14: 34420563
wyspaCpG 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1S 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 35 39 40 41 42 43 44 (45 46 47 43 49 S0 S1 52 S3 S4 S5 S6 S7 53 59 60)

pierwotna tkanka nowotworowa

PHD3.1

chril4: 34 419 922 chril4: 34 420 080

pierwotna tkanka nowotworowa

tkanka histopatologicznie niezmieniona
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chrl4: 34 419 795

WYNIKI

40 34 4 PHD3.2
chrit: 34419346 tkanka histopatologicznie niezmieniona

10 11 12 13 14 1S 16 17 13 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

{ N
wyspaCpG|1 2 3 ¢ § & 7 & P
P1
P2
P3
P4
P5
1pierwoma tkanka nowotworowa
b 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

wyspa CpG |1
P1
P2 i 7]
P3
P4

5| | ]

2 3 4 5 6 7 8

PHD3.3

chri4: 34419935 chrl4: 34 419 400

Relative Signal (%)

Normalized Melting Curves

PHD3.3

¢ N
S 39 40 41 42 43 44

B3 39 40 41 42 43 44

Normalized Melting Curves

chri14:34419943

chrl4: 34 419 538

100,000 100,000
90,000+ 90,000+
"
20,000+ . 80,0001
50%
70,000 NS 70,0001
, 9
60,000 N < 60,000
-
| N .9
50,000 \) ‘ N Z 50,000
\ N /{\E.V\‘I"\\Ull‘.\: tkanka nowotworowa é’
40,000+ ‘\ \ : % = 40,000
30,000 \\ \ e 0% \ 30,000-
\ 1% \‘_ % x
20,0001 ) o \\\ il ‘ NN 20,000
tkanka histopatologicznie N
1 e ienion: —— N 3 \
10,0001 niczmicniona : 5 10,000-
\\\ 0%
0,000 0,000
775 78 785 79 795 80 805 8 85 %2 825 8 235 84 845 8 855 70 05 7L 5 72 735 T3 73S

Temperature (°C)
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Rycina 11. Okre$lenie poziomu metylacji DNA regionu promotorowego PHD1 (A), PHD2 (B,C), PHD3 (D,E), FIH (F), HIF-1a (G,H), HIF-2a (I, J, K) z uzyciem
sekwencjonowania deaminowanego DNA i analizy HRM. Pierwotng tkanke nowotworows i histopatologicznie niezmieniong jelita grubego pobrang od dziewiecdziesig¢ciu
pacjentow z CRC uzyto do izolacji genomowego DNA, a nastgpnie poddano reakcji deaminacji. Regiony wysp CpG amplifikowano z uzyciem odpowiedniej pary starterow
u 5 pacjentéw (P1-P5). Otrzymane wyniki sekwencjonowania zostaty przeanalizowane z uzyciem programu BiQ Analyzer i BDPC [92, 93]. Czarne i szare pola reprezentujg
odpowiednio zametylowany i odmetylowany dinukleotyd CpG. Czerwone prostokaty odpowiadaja regionom amplifikowanym w trakcie reakcji Real Time PCR dla analizy
HRM. Profil metylacji u pacjentow przedstawiony zostat w formie znormalizowanych krzywych temperatur topnienia. W celu okreslenia zawarto$ci procentowej metylacji
profil HRM préb badanych byt porownywany z profilem otrzymanym dla wzorcow.
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Tabela 8. Poziom metylacji DNA regionu promotorowego genu PHD3 i HIF-2a w pierwotnej tkance
nowotworowej i histopatologicznie niezmienionej jelita grubego u chorych z CRC.

MDA };ﬁfzzb‘;a <1% | 110% | 10-100% .
pacjentéw metylacji metylacji metylacji
Tkanka
histopatologicznie 63 27 0
niezmieniona 90 p<0,00001
Pierwotna tkanka 37 31 29
nowotworowa
IE-20 e <1% | 1-10% | 10-100% o
pacjentéw metylacji metylacji metylacji
Tkanka
histopatologicznie 82 6 2
niezmieniona 90 p=0,0003
Pierwotna tkanka 60 24 5
nowotworowa

Pierwotng tkanke nowotworowg i histopatologicznie niezmieniong jelita grubego pobrang od dziewiecdziesigciu
pacjentow z CRC uzyto do izolacji genomowego DNA, a nastepnie poddano reakcji deaminacji. W celu
okreslenia zawarto$ci procentowej metylacji, profile HRM produktow PCR uzyskanych dla pacjentow
porownano z profilami HRM produktow PCR uzyskanych dla wzorcoéw metylacji (Rycina 11). Poziom metylacji
DNA regionu promotorowego genu PHD3 i HIF-2a dla kazdego pacjenta obliczono jako $rednig warto$é
procentowej metylacji w amplifikowanych fragmentach DNA. *Test chi-kwadrat.

4.3. Analiza korelacji metylacji DNA w obrebie wyspy CpG genu PHD3 i HIF-2a
z ekspresjg na poziomie mRNA

Obliczono s$redni poziom metylacji DNA w regionie promotorowym genu PHD3
chrl4: 34419795-34 419 935 i chrld: 34 419 400-34 419538 oraz w regionie
promotorowym genu HIF-2a chr2: 46 526 762-46 526 905 z uzyciem analizy HRM (Tabela
8). Zaobserwowano, ze wzrost $redniego poziomu metylacji DNA w analizowanych
fragmentach wyspy CpG koreluje z obnizong ekspresja genu PHD3 na poziomie mRNA
w tkance nowotworowej w porownaniu z tkanka histopatologicznie niezmieniong
(p <0,0001) (Rycina 12A). Podobng korelacje zauwazono dla genu HIF-2a (p=0,0127)
(Rycina 12B).
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Rycinal2. Wspolczynnik ekspresji genu PHD3 (A) i HIF-2a (B) na poziomie mRNA w tkance
nowotworowej w porownaniu z tkanka histopatologicznie niezmieniong w trzech zakresach metylacji
DNA analizowanego regionu promotorowego: 0-1%, 1-10% i 10-100%. Poziom metylacji DNA
amplifikowanych fragmentéw w obrebie wysp CpG genu PHD3 i HIF-2a okreslono z uzyciem analizy HRM.
Poziom metylacji DNA dla kazdego pacjenta obliczono jako $rednia warto$¢ procentowej metylacji
amplifikowanych fragmentow. W celu wykazania zaleznosci pomig¢dzy r6znymi zakresami metylacji (0-1%, 1-
10% i 10-100%), a wspotczynnikiem ekspresji genu na poziomie mRNA w tkance nowotworowej w porownaniu
z tkankg histopatologicznie niezmieniong zastosowano test Kruskala-Wallisa.
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4.4 Poziom metylacji DNA i ekspresji genow PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF-1a
i HIF-2a w ustalonych liniach komérkowych raka jelita grubego HCT116 i DLD-1

w warunkach normoksji i hipoksji.

W celu okreslenia poziomu metylacji DNA w regionie promotorowym oraz ekspresji
genoéw PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF-/a i HIF-2a w ustalonych liniach komoérkowych raka
jelita grubego HCT116 i DLD-1 przeprowadzono analiz¢ HRM, qPCR i western blot. W obu
badanych liniach komoérkowych nie zaobserwowano metylacji DNA w obrebie wyspy CpG
w regionie promotorowym genu PHD1, PHD2, FIH i HIF-1a w warunkach hipoksji oraz
normoksji (Rycina 13A, Rycina 13B, Rycina 13D, Rycina 13E). Nie wykryto rowniez
istotnych statystycznie zmian ekspresji na poziomie mRNA i biatka genu PHD1 i FIH
(Rycina 13A, Rycina 13D). Zauwazono istotny statystycznie wzrost poziomu mRNA i biatka
genu PHD2 w warunkach hipoksji w porownaniu do normoksji w linii komérkowej DLD-1
i HCT116 (Rycina 13B). Zaobserwowano rowniez istotny wzrost biatka HIF-1a przy braku
réznic na poziomie mRNA w warunkach hipoksji w porownaniu do normoksji dla obu linii
komorkowych (Rycina 13E).

Wykryto réwniez wysoki poziom metylacji DNA w komorkach ustalonej linii
HCT116 raka jelita grubego i brak metylacji DNA w linii DLD-1 w obrebie regionu wyspy
CpG genu PHD3 (chrl4: 34 419 922-34 420 080, chrl4: 34 419 795-34 419 935 i chrl4: 34
419 400 -34 419 538) oraz regionu wyspy CpG genu HIF-2a (chr2: 46 526 762-46 526 905)
w warunkach zarowno hipoksji jak i normoksji (Rycina 13C, Rycina 13F). Wykryto rowniez
istotny statystycznie nizszy poziom transkryptu i biatka genu PHD3 w ustalonej linii
komorkowej HCT116 w porownaniu z ustalong linia komérkowa DLD-1 w warunkach
hipoksji (Rycina 13C). Podobng zalezno$¢ zauwazono dla genu HIF-2a w warunkach hipoksji
oraz na poziomie mRNA w warunkach normoksji (Rycina 13F). W przypadku genu PHD3
roznice nie osiggnely wartosci istotnosci statystycznej w warunkach normoksji (Rycina 13C).
Co wigcej, zaobserwowano istotny statystycznie wzrost ekspresji genu PHD3 oraz HIF-2a
na poziomie mRNA w warunkach hipoksji w poréwnaniu do normoksji w ustalonej linii
komorkowej DLD-1, przy braku istotnych zmian dla opisywanych genow w ustalonej linii
komorkowej HCT116 (Rycina 13C, Rycina 13F).
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Rycina 13. Poziom metylacji DNA i ekspresji genu PHD1 (A), PHD2 (B), PHD3 (C), FIH (D), HIF-1a (E) i HIF-2a (F) w ustalonych liniach komorkowych raka
jelita grubego HCT116 i DLD-1.

1). Ustalone linie komérkowe HCT116 i DLD-1 hodowano w warunkach normoksji lub hipoksji (1% O,) przez 48 godzin. Nastepnie zebrane komorki uzyto do izolacji oraz
reakcji deminacji DNA. Z uzyciem analizy HRM oznaczono profil metylacji wybranych genéw w liniach komérkowych w warunkach hipoksji i normoKksji.

2). Linie komoérkowe hodowano w odpowiednim medium w warunkach hipoksji (1% O,) lub normoksji przez 48 godzin. Nastgpnie zebrane komorki uzyto do izolacji
catkowitego RNA. Catkowity RNA poddano reakcji odwrotnej transkrypcji i wzgledna ilo§¢ kopii CDNA oznaczono za pomoca gPCR. Ilosé¢ mRNA badanych genow
standaryzowano wzglgdem poziomu $redniej geometrycznej transkryptéw PBGD i hMRPL19. Tlosci mRNA poszczegdlnych genow sa przedstawione jako wielokrotno$¢ ich
kopii w stosunku do kalibratora dla linii komérkowych. Warto$¢ p oceniono za pomocg testu ANOVA,; *** p<0,001

3). Linie komdrkowe hodowano w odpowiednim medium w warunkach hipoksji (1% O,) lub normoksji przez 48 godzin. Nastepnie zebrane komorki uzyto do izolacji biatka.
Biatka rozdzielono w 10% SDS-PAGE 1 przeniesiono na membrang nitrocelulozowa, ktora zostata nastgpnie poddana analizie western blot. Ilo§¢ biatka standaryzowano

wzgledem ilosci GAPDH i przedstawiono jako wzgledng gesto$¢ optyczng. Stosunek ilosci biatek wybranych genow do GAPDH w linii komoérkowej DLD-1 w warunkach
normoksji przyjeto jako 1.
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4.5. Wplyw 5-dAzaC na metylacje DNA i ekspresje genow PHD3 i HIF-2a w ustalonych
liniach komérkowych HCT116 i DLD-1 w warunkach normoksji i hipoksji.

Wptyw inhibitora metylotransferaz, 5-dAzaC, na metylacjc DNA regionéw
promotorowych i ekspresj¢ genéw PHD3 i HIF-2a w ustalonych liniach komérkowych raka
jelita grubego HCT116 i DLD-1 badano z uzyciem metody HRM, qPCR i Western Blot.
5-dAzaC nie wptyneta na metylacjc DNA w analizowanych regionach wyspy CpG genu
PHD3 i HIF-2a w linii komérkowej DLD-1 w warunkach hipoksji i normoksji (Rycina 14).
Z kolei analiza HRM wykazata istotng demetylacjc DNA w regionie chrl4: 34 419 922-34
420 080, chrl4: 34 419 795-34 419 935 i chrl4: 34 419 400 -34 419 538 wyspy CpG genu
PHD3 oraz regionu chr2: 46 526 762- 46 526 905 genu HIF-2a w linii komérkowej HCT116
hodowanej przez 48 godzin w obecnosci 5,00 uM 5-dAzaC w warunkach hipoksji i normoksji
(Rycina 14).

Modyfikacjom poziomu metylacji DNA regionu promotorowego genu PHD3 i HIF-2a
w linii komoérkowej HCT116 towarzyszyly zmiany ekspresji tych gendéw. Komorki
inkubowane z 5-dAzaC wykazywatly stopniowy wzrost ilosci transkryptu PHD3 i HIF-2a
w linii komorkowej HCT116 (Rycina 15A, Rycina 16A). Nie zaobserwowano zmian poziomu
MRNA genu PHD3 dla linii DLD-1 (Rycina 15A). Wykazano natomiast 1,71- i 2,24- krotny
wzrost ilosci transkryptu HIF-2a w warunkach normoksji dla linii komorkowej DLD-1
po czasie odpowiednio 24 i 48 godzin (Rycina 16A). Zwigkszenie ilosci MRNA HIF-2a
zaobserowowano rowniez w komorkach linii HCT 116 w warunkach hipoksji (2,88 —krotne)
i normoksji (2,10 —krotne) po 48 godzinnej inkubacji z 5-dAzaC (Rycina 16A). Wykazano
takze 2,45 i 2,59-krotny wzrost ilosci mRNA genu PHD3 po 48 godzinnej inkubacji linii
komorkowej HCT116 z 5,00 uM 5-dAzaC, odpowiednio, w warunkach normoksji i hipoksji
(Rycina 15A). Wzrost poziomu transkryptu PHD3 w linii komorkowej HCT116 byt zwigzany
ze zwigkszong iloscig biatka PHD3 w warunkach hipoksji i normoksji (Rycina 15B).
Stwierdzono odpowiednio 2,59 i 2,62-krotny wzrost ilosci biatka PHD3 w linii komérkowe;j
HCT116 inkubowanej z 5,00 uM 5-dAzaC przez 48 godzin w warunkach hipoksji
I normoksji. Inkubacja komoérek DLD-1 z 5-dAzaC w roznych stgzeniach i roéznych
przedzialach czasowych nie wykazala istotnego wzrostu zawartosci biatka PHD3
w warunkach hipoksji i normoksji (Rycina 15B). Podobnie nie wykryto istotnych zmian
w linii DLD-1 analizujac ilo$¢ biatka HIF-2a (Rycina 16B). Z kolei, w linii komorkowej
HCT116 inkubowanej przez 48 godzin z 5,00 uM 5-dAzaC w warunkach hipoksji i normoksji

wykazano odpowiednio 2,31- i 2,43-krotny wzrost ilosci biatka HIF-20 (Rycina 16B).
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Rycina 14. Okreslenie poziomu metylacji DNA regionu promotorowego genu PHD3 (A-PHD3.1, B-PHD3.2, C-PHD3.3) i HIF-2a (D-HIF2a.3) w linii
komorkowej DLD-1 i HCT116 po traktowaniu 5-dAzaC w warunkach hipoksji i normoksji z uzyciem analizy HRM. Ustalone linie komérkowe HCT116

i DLD-1 hodowano w warunkach normoksji lub hipoksji (1% O,) przez 48 godzin. Nastepnie zebrane komorki uzyto do izolacji DNA oraz reakcji deaminacji DNA. 96

Z uzyciem analizy HRM oznaczono profil metylacji wybranych genéw (wzgledem wzorcéw) w liniach komorkowych w warunkach hipoksji i normoksji.
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Rycina 15. Wptyw 5-dAzaC na poziom transkryptu (A) i bialka (B) genu PHD3 w liniach komérkowych
HCT116 i DLD-1. Linie komérkowe HCT116 i DLD-1 hodowano w odpowiednim medium w prawidtowej
zawartosci tlenu lub hipoksji (1% O,) w braku lub obecno$ci 5-dAzaC o stezeniu 1,00 lub 5,00 uM przez 6, 24
i 48 godzin. Po inkubacji osad komorkowy zostat zebrany do izolacji calkowitego RNA i biatka. Catkowity
RNA poddano reakcji odwrotnej transkrypcji i wzgledna ilo$¢ kopii CDNA oznaczono za pomoca qPCR. Ilos¢
mRNA badanych genow standaryzowanO wzglgdem poziomu $redniej geometrycznej transkryptow PBGD
i hMRPL19. Tlos¢ mRNA PHD3 jest przedstawiona jako wielokrotnos¢ kopii w stosunku do odpowiedniej
kontroli. Kazda probke oznaczono trzykrotnie, a wyniki przedstawiono jako $rednia + SE z trzech
eksperymentow. *** p<0,001. Bialka rozdzielono w 10% SDS-PAGE i przeniesiono na membrane
nitrocelulozowa, ktora zostata nastepnie poddana analizie western blot. Ilo§¢ biatka standaryzowano wzgledem
iloSci GAPDH i przedstawiono jako wzgledng gesto$¢ optyczng. Stosunek ilosci biatek PHD3 do GAPDH dla

kontroli przyjeto jako 1.
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Rycina 16. Wplyw 5-dAzaC na poziom transkryptu (A) i bialka (B) genu HIF-2¢ w liniach komérkowych
HCT116 i DLD-1. Linie komérkowe HCT116 i DLD-1 hodowano w odpowiednim medium w prawidtowej
zawartosci tlenu lub hipoksji (1% O,) w braku lub obecnos$ci 5-dAzaC o stezeniu 1,00 lub 5,00 uM przez 6, 24
i 48 godzin. Po inkubacji osad komorkowy zostal zebrany do izolacji catkowitego RNA, biatka. Catkowity RNA
poddano reakcji odwrotnej transkrypcji i wzgledng ilo$¢ kopii CDNA oznaczono za pomocg qPCR. Ilos¢ mRNA
badanych genéw standaryzowano wzgledem poziomu S$redniej geometrycznej transkryptow PBGD
i hMRPL19. Ilo§¢ mRNA HIF-2a jest przedstawiona jako wielokrotno$¢ kopii w stosunku do odpowiedniej
kontroli. Kazda probke oznaczano trzykrotnie, a wyniki przedstawiono jako $rednia + SE z trzech
eksperymentow. ** p<0,01; *** p<0,001. Biatka rozdzielono w 10% SDS-PAGE i przeniesiono na membrang
nitrocelulozowa, ktora zostata nastgpnie poddana analizie western blot. Ilo$¢ biatka standaryzowano wzgledem
ilosci GAPDH i przedstawiono jako wzgledna gestos¢ optyczng. Stosunek ilosci biatek HIF-20. do GAPDH dla
kontroli przyjeto jako 1.
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5. DYSKUSJA

Hipoksja jest wspolng cechg guzéw litych [99]. Wplywa ona istotnie na biologi¢
nowotworu oraz jest zwigzana z Wigksza agresywnoscia i odpornoscig na chemioterapi¢ [31,
32]. Odpowiedz komoérkowa na  niedotlenienic  Srodowiska  jest  zwigzana
z heterodimerycznym czynnikiem transkrypcyjnym indukowanym przez hipoksje (HIF),
regulowanym posttranslacyjnie przez hydroksylazy prolinowe (PHD) i asparaginowe (FIH)
[99]. Reakcje hydroksylacji przeprowadzane przez te enzymy wymagaja obecnosci tlenu. Tak
wiec, biatko HIF w warunkach niedotlenienia nie jest kierowane na ubikwitynozalezng
degradacje i moze uczestniczy¢ w aktywacji ekspresji genow zaangazowanych w progresje
raka jelita grubego [37]. Zauwazono jednak, ze hipoksja i deficyt pozostatych substratow dla
reakcji hydroksylacji nie jest jedynym powodem zmienionej aktywnosci hydroksylaz
prolinowych podczas nowotworzenia. Mozliwo$¢ przeprowadzania reakcji hydroksylacji
przez dioksygenazy jest rowniez uwarunkowana ich zawarto$cig w komoérce [39].

Ilos¢ enzymow moze determinowaé tempo hydroksylacji HIF-a. Z tego tez powodu
badania w ostatnich latach koncentruja si¢ na okresleniu iloéci hydroksylaz w poszczego6lnych
typach tkanek prawidtlowych i nowotworowych. Szczegoétowa analiza wszystkich izoform
hydroksylaz prolinowych wykazata ich zréznicowang zawarto$¢ w zaleznosci od typu tkanki
i rodzaju nowotworu [40, 87, 100, 101]. Zaobserwowano wyzszy poziom biatka PHD1
w niedrobnokomoérkowym raku phuc i guzach endokrynnych trzustki [88, 100]. Na modelu
mysim wykazano jednak, ze inaktywacja genu Phdl wptywa na obnizenie poziomu cykliny
D1 i uposledza powstawanie nowotworu piersi [102]. Ponadto udowodniono, ze nadekspresja
genu PHD1 w ustalonej linii komérkowej raka okreznicy powoduje inhibicje angiogenezy
w warunkach hipoksji [103]. Poziom ekspresji genu PHD2 badano takze w roéznych typach
nowotworow. Obnizony poziom ekspresji genu PHD2 zostal skorelowany z niskim
wspotczynnikiem przezycia w raku piersi i jelita grubego [104, 105]. Niemniej jednak,
badania nad ptaskonabtonkowym rakiem gltowy i szyi wykazaly zwigzek miedzy wyzszym
stezeniem biatka PHD2 frakcji jadrowej z silnie proliferujacym i ztosliwym typem tego
nowotworu [106, 107]. Co wiegcej, w badaniach immunohistochemicznych udowodniono,
ze wysoki poziom biatka PHD2 i PHD3 w tkance nowotworowej trzustki koreluje z nizszym
wspotczynnikiem 5-letniego przezycia pacjenta [108]. Wykazano rowniez, ze ekspresja genu
PHD3 na poziomie mRNA jest podwyzszona W ptaskonabtonkowym raku glowy i szyi,
a w badaniach in vitro dowiedziono zahamowania cyklu komérkowego w ustalonych liniach
komoérkowych tego typu nowotworu w przypadku braku aktywnosci PHD3 [109]. Wzrost
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poziomu biatka PHD3 w tkance zmienionej nowotworowo obserwowano réwniez w analizach
immunohistochemicznych raka zotadka i niedrobnokomoérkowego raka phluc [38, 46].
Wykazano jednak, ze aktywno$¢ katalityczna PHD3 moze indukowaé apoptoze niezaleznie
od HIF w ustalonych liniach komérkowych nowotworow réznego pochodzenia [86, 110-112].
Potwierdzajg to badania Peurala i wsp., w ktorych wyzsza ekspresja genu PHD3 w raku piersi
byla zwiagzana ze zwigkszonym wspotczynnikiem przezywalnosci pacjentek [105].

Rozbiezne wyniki badan dotyczace ilosci biatka PHD1, PHD2 i PHD3 w tkankach
nowotworowych w odniesieniu do parametréw Kklinicznych mogg by¢ czg¢sciowo wyjasnione
przez mechanizm sprz¢zenia zwrotnego HIF-PHD. Geny PHD2 i PHD3 posiadaja w regionie
promotorowym funkcjonalng sekwencje HRE. D’Angelo i wsp. stwierdzit, ze w warunkach
przedtuzajacej si¢ hipoksji HIF aktywuje ekspresje wspomnianych hydroksylaz prolinowych,
by w trakcie reoksygenacji mogly one w relatywnie krotkim czasie znaczgco obnizy¢ ilos¢
HIF-a [113]. Co wigcej, niezgodnosci otrzymanych wynikow moga by¢ wynikiem tkankowo-
specyficznej ekspresji hydroksylaz. Inne hipotezy wskazuja na niezalezng od biatka HIF
funkcje PHD. Wskazuje na to m.in. niska specyficzno$¢ substratowa poszczegdlnych
hydroksylaz [114]. Do opisanych do tej pory HIF-niezaleznych funkcji hydroksylaz nalezy
zaliczy¢ hamowanie fosforylacji inhibitora kinazy «f (ang. kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells) oraz aktywacje NF kP (ang. nuclear factor xf5) przez PHD3 w raku jelita
grubego [115]. PHD3 jest rowniez zaangazowana w regulacj¢ procesu apoptozy neurondéw
i r6znicowania mioblastow [116], a PHD2 w kontrol¢ rozwoju zawatu migénia sercowego
[117].

Przeprowadzone w ramach tej pracy obserwacje jednoczesnych zmian ekspresji
genow PHD1, PHD2, PHD3 i FIH nie zostaty dotad opisane w publikacjach naukowych.
Badania prezentujg istotny statystycznie spadek poziomu ekspresji trzech genéw: PHDI,
PHD2 i PHD3 w pierwotnej tkance nowotworowej w poréwnaniu z tkanka histopatologicznie
niezmieniong. Pomimo, ze nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w poziomie
transkryptu genu FIH pomig¢dzy pierwotng tkankg nowotworows i tkankg histopatologicznie
niezmieniong, Wykryto istotny wzrost biatka FIH w raku jelita grubego. Poprzez aktywnos¢
enzymatyczng wobec reszty asparaginowej biatka HIF-a, FIH uniemozliwia oddziatywanie
HIF-a z koaktywatorami w jadrze komérkowym [118]. Dodatkowo, FIH petni wiele funkcji
niezaleznych od biatka HIF. Naleza do nich interakcje z pVHL, deacetylazami histonowymi,
biatkami pl05, Notch 1 oraz z rodziny SOCS [119-122]. Gen FIH ulega ekspresji
we wszystkich typach komorek, ale poziom jego ekspresji zalezy od tkanki oraz typu
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nowotworu [87]. Dotychczas powigzano nadekspresje biatka FIH z bardziej ztosliwym
fenotypem  nowotworu i zlym  rokowanie  guzéw  endokrynnych  trzustki
I niedrobnokomoérkowego raka ptuc [88, 100]. Co wigcej, zauwazono, ze wyciszenie ekspresji
genu FIH zmniejsza proliferacje komoérek nowotworowych raka jelita grubego
za posrednictwem szlaku zaleznego od biatek p53-p21 w badaniach in vitro i in vivo [123].
W przedstawionych w tej pracy badaniach zaobserwowano istotny statystycznie wzrost
poziomu biatka FIH w pierwotnej tkance nowotworowej w poréwnaniu z tkanka
histopatologicznie niezmieniong. Obserwacja wzrostu ilosci biatka FIH, przy niezmienionej
ekspresji na poziomie MRNA, moze wynika¢ z aktywnosci E3 ligazy SIAH-1 (ang. siah E3
ubiquitin protein ligase 1). SIAH-1 moze kierowa¢ biatko FIH na ubikwitynozalezng
degradacje [124, 125]. W przeprowadzonych do tej pory badaniach wykazano powszechne
wystepowanie biatka SIAH-1 w tkankach, w tym w raku jelita grubego [126]. Aczkolwiek,
roznice pomigdzy tkanka histopatologicznie niezmieniong, a nowotworowa zostaty opisane
dotad tylko dla raka piersi oraz watrobowo-komorkowego, gdzie zaobserwowano istotny
spadek ilosci SIAH-1 w tkance nowotworowej [127, 128]. Obnizenie ilo$ci biatka SIAH-1
w tkance nowotworowej mogloby tlumaczy¢é wzrost ilosci FIH w pierwotnej tkance
nowotworowej jelita grubego.

Najszerzej prowadzone dotad badania dotyczace zmian poziomu biatek
zaangazowanych w odpowiedZ na hipoksj¢ W trakcie karcynogenezy dotycza biatka HIF-a.
Wiele z nich opartych na doswiadczeniach immunohistochemicznych wykazato ujemnag
korelacje pomiedzy ekspresja biatka HIF-1a i HIF-20, a wspotczynnikiem przezywalnosci,
wskaznikiem reakcji na leczenie uzupelniajace czy ekspresja onkogenéw i genow
zaangazowanych w angiogenezg, jak VEGF w nowotworze piersi, szyjki macicy, zotadka,
watroby, komoérek glejowych, skory oraz ptaskonablonkowym raku gltowy i szyi [129-134].
Poziom biatek HIF-1a i HIF-20 byt takze oznaczany w raku jelita grubego, jednak wyniki sg
niejednoznaczne. Wysoki poziom ekspresji biatka HIF-la byt skorelowany z niskim
wspolczynnikiem przezywalnosci w badaniach przeprowadzonych przez 3 niezalezne grupy
badawcze, jednak 3 kolejne wykazatly brak takiego powigzania w raku jelita grubego [135-
141]. Pomimo wykazania przez grupe Yoshimura i wsp. silnego pozytywnego zabarwienia
w analizach immunohistochemicznych HIF-2o0 w zaawansowanym CRC, badania
przeprowadzone 5 lat pdzniej przez 2 inne zespoty badawcze opisaty przeciwstawne wyniki
[138, 141, 142]. Imamura i wsp. przeprowadzili badania in vitro w kierunku identyfikacji
gendw, ktore podlegaja aktywacji przez wytacznie HIF-1a lub HIF-2a [142]. Wczesniejsze
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doswiadczenia na mysich nokautach Hif-1a (-) lub Hif-2a (-) wykazaty bowiem rdzne
fenotypy [143]. Mechanizmem réznicujagcym wybor genow docelowych dla HIF-1a lub HIF-
20, wydaje sie by¢ oddzialywanie domeny N-TAD z koaktywatorami, ktore z kolei decyduja
o aktywacji innych genow [144, 145]. W ten sposob wykazano, ze HIF-lo odpowiada
za indukcje wielu genow zwigzanych z glikolizg i angiogenezg [133, 142], a do genow
podlegajacych regulacji przez HIF-2o w raku jelita grubego nalezy m.in. gen CCNG2 (ang.
cyclin G2) oraz ANGPTL4 (ang. angiopoietin-like 4) [142]. Ekspresja CCNG2 jest obnizona
w nowotworze jamy ustnej, a jej nadekspresja hamuje proliferacje ustalonej linii
nowotworowe] jezyka [146]. Z kolei ekspresja ANGPTL4 obniza migracj¢ i metastaze
komorek nowotworowych [147, 148]. Regulacja przez HIF-2o ckspresji obydwu gendéw
popiera hipoteze o funkcji tego biatka jako supresora nowotworowego w raku jelita grubego
[142]. Takze na modelu mysim udowodniono, ze wyciszenie ekspresji HIF-2a wigzato si¢
z bardziej intensywnym rozwojem nowotworu jelita grubego [142]. Potwierdzeniem tych
badan byly wyniki uzyskane na hodowlach komérkowych innych tkanek. Zauwazono wzrost
masy guza szczura z wszczepionymi komoérkami z linii glejaka i potworniaka z wyciszonym
genem HIF-2a [149]. W badaniach wtasnych z uzyciem techniki western blot, pomimo wielu
prob optymalizacji metody, nie udalo si¢ wykry¢ biatek HIF-1lo i HIF-2a w materiale
klinicznym. Brak sygnatu dla tych bialek moéglt by¢ efektem ich zbyt niskiego poziomu
w probach pacjentow, niemozliwego do wykrycia z uzyciem zastosowanych odczynnikow.
Zaobserwowano jednak istotny statystycznie nizszy poziom transkryptu HIF-2o w pierwotnej
tkance nowotworowej w porownaniu z tkanka histopatologicznie niezmieniona, przy braku
roznic dla genu HIF-1a w analizowanym materiale klinicznym.

O ile poziom biatka i mechanizm regulacji posttranslacyjnej HIF-la i HIF-2a
sa dobrze opisane, o tyle wcigz niewiele wiadomo na temat regulacji syntezy ich mRNA
i biatka [150]. W ptaskonabtonkowym raku przetyku oraz raku jelita grubego wykazano
nadekspresje HIF-1a na poziomie mMRNA, jednak okazalo si¢ to nie zwigzane
z charakterystyka histopatologiczng pacjentow oraz wspotczynnikiem przezywalnosci [140,
151]. Zaobserwowano natomiast pozytywne korelacje pomi¢dzy wysokim poziomem mRNA
oraz zwigkszong przerzutowoscia do weztéw chtonnych i/lub niskim wspotczynnikiem
przezywalnosci U pacjentow odpowiednio z nowotworem zotadka i/lub czesci
zewnatrzwydzielniczej trzustki [152, 153]. Uwaza si¢ jednak, ze ekspresja genu HIF-1la
na poziomie mRNA w wickszosci typow komorek nowotworowych jest stata i podlega
kluczowej regulacji na poziomie biatka [154-156], co jest zgodne z obserwacjami
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przedstawionymi w pracy doktorskiej. W odniesieniu do ekspresji HIF-2¢ dotychczas tylko
jedna publikacja opisuje podwyzszony poziom krazgcego mMRNA dla tego genu w osoczu
nawigzuje do pacjentow z rakiem jelita grubego [157]. Prezentowane w pracy doktorskiej
wyniki po raz pierwszy opisujg jednoczesnie zmiany poziomu mRNA dla dwoch genow:
HIF-1la 1 HIF-2a w pierwotnej tkance nowotworowej w porownaniu do tkanki
histopatologicznie niezmienionej jelita grubego. Wykazany w badaniach wlasnych istotny
statystycznie spadek poziomu transkryptu HIF-2a. w pierwotnej tkance nowotworowej moze
sugerowac regulacje ekspresji tego genu juz na poziomie mRNA.

Hydroksylazy prolinowe, asparaginowe oraz czynnik transkrypcyjny indukowany
hipoksjg majg istotny wptyw na progresje nowotworowa. Badania na temat regulacji ekspresji
tych genéw na poziomie syntezy mRNA moga pomdc w zrozumieniu karcynogenezy jelita
grubego. Istnieje wiele czynnikow zaangazowanych w rozwoéj i wystgpowanie CRC. Mozna
je zaklasyfikowa¢ jako genetyczne, epigenetyczne i $rodowiskowe [80, 158-160]. Jednym
z mechanizmoéw epigenetycznych, jest modyfikacja DNA poprzez jego metylacje, ktéra
obserwuje si¢ juz we wczesnych etapach nowotworzenia jelita grubego [161, 162].
Wykazano, ze hipermetylacja DNA genow MLH1, MGMT, CDKN2A i inne jest zwigzana
z progresja raka jelita grubego [160, 163, 164]. Realizowane w ramach rozprawy doktorskiej
badania sg pierwszymi opisujagcymi poziom metylacji DNA regionu promotorowego genow
PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF-1a i HIF-2a w materiale klinicznym pobranym od pacjentow
z rakiem jelita grubego. Z uzyciem techniki sekwencjonowania deaminowanego DNA oraz
HRM nie stwierdzono jednak metylacji DNA w obrebie wyspy CpG genéow PHD1, PHD2,
FIH i HIF-1la u 90 pacjentow z rakiem jelita grubego. Brak metylacji DNA regionu
promotorowego genéw PHD1 i PHD2 moze $wiadczy¢é o wystgpowaniu innych
mechanizméw odpowiedzialnych za obnizony poziom ekspresji tych genéow w pierwotnej
tkance nowotworowej w porownaniu z histopatologicznie niezmieniong tkanka jelita grubego.

Poziom metylacji DNA regionu promotorowego genéow PHD1, PHD2, PHD3, FIH
i HIF-1o byt badany przez kilka zespoléw naukowcoéw W réznych typach nowotworow [86,
165-168]. Zgodnie z tymi doniesieniami, nie zaobserwowano metylacji DNA w obrebie wysp
CpG genow PHD1, PHD2 i FIH w raku piersi i szpiczaka mnogiego [13, 14], ani tez
w regionie promotorowym genu PHD3 w raku piersi i prostaty [86, 166]. W realizowanych
w ramach rozprawy doktorskiej badaniach metylacji DNA regionu wigzania czynnikow
transkrypcyjnych genu PHD3 z uzyciem sekwencjonowania deaminowanego DNA (region

chrl4: 34 419 929-34 420563) i analizy HRM (region chrl4: 34 419 922-34 420 080)
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u pacjentow z rakiem jelita grubego réwniez nie zauwazono metylacji DNA. Zaobserwowano
jednak wyzszy poziom metylacji DNA w obrgbie pierwszego eksonu i intronu genu PHD3
(region chrl4: 34 419 346-34 419 943 w analizie sekwencjonowania deaminowanego DNA,;
regiony chrl4: 34 419 795-34 419 935 i chrl4: 34 419 400 -34 419 538 w analizie HRM)
w pierwotnej tkance nowotworowej w poréwnaniu z histopatologicznie niezmieniona jelita
grubego. Dotychczas metylacja DNA w regionie chrl4: 34 419 346-34 419 943, chrl4: 34
419 795-34 419 935 i chrl4: 34 419 400 -34 419 538 nie bytla wczesniej analizowana przez
inne grupy badawcze, a dane z bazy ENCODE (ang. encyclopedia of DNA elements)
potwierdzaja, ze regiony te s3 wrazliwe na DNaz¢ 1 oraz moga wigza¢ czynniki
transkrypcyjne [169]. Hipoteze t¢ zdajg si¢ wspiera¢ takze badania Pescador i wsp., ktorzy
zidentyfikowali funkcjonalny element HRE w pierwszym intronie genu PHD3 oraz
zaproponowali model indukcji genu PHD3 zalezny od HIF [170]. Co wigcej w badaniach
wlasnych wykazano odwrotng korelacje pomigdzy poziomem metylacji DNA, a ekspresja
PHD3 na poziomie mRNA, co dodatkowo sugeruje funkcje regulatorowg metylacji DNA tego
genu.

Informacje naukowe na temat metylacji DNA regionu promotorowego genu HIF-1a
sa niejednoznaczne. Wykazano na przyktad brak metylacji DNA genu HIF-1a u
168 pacjentek z rakiem piersi [166], natomiast zauwazono zmiany poziomu metylacji DNA
w trakcie roznicowania mastocytow oraz hipermetylacjc DNA u dwudziestu pacjentow
z rakiem jelita grubego [167, 171]. Przeprowadzone w pracy doktorskiej badania na grupie 90
pacjentéw nie potwierdzaja tych ostatnich doniesien. Roznice mogg wynikac z zastosowania
innych metod oznaczania metylacji DNA oraz mogg sugerowac zlozonos$¢ regulacji
epigenetycznej HIF-1a w raku jelita grubego. Dotychczas nie ukazaty si¢ prace naukowe
przedstawiajace poziom metylacji DNA w obrgbie wyspy CpG genu HIF-2a.
W przeprowadzonych badaniach wiasnych wykryto w pierwotnej tkance nowotworowej
wyzszy poziom metylacji DNA w porownaniu z tkanka histopatologicznie niezmieniong jelita
grubego w regionie chr2: 46 526 521-46 527 161 =z uzyciem sekwencjonowania
deaminowanego DNA i w regionie chr2: 46 526 762- 46 526 905 z uzyciem analizy HRM
oraz wykazano odwrotng korelacje pomigdzy poziomem metylacji DNA, a ekspresja HIF-2a
na poziomie mRNA. Otrzymane wyniki moga sugerowac role metylacji DNA w regulacji
ekspresji na poziomie mRNA genu HIF-2a. Potwierdzaja to rowniez dane w oparciu o bazg

ENCODE [169]. Badany fragment wyspy CpG genu HIF-2a jest miejscem silnego wigzania
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czynnikow transkrypcyjnych oraz regionem innego typu modyfikacji epigenetycznych, takich
jak acetylacja histonow.

Doswiadczenia przeprowadzone przez Sharzarda i wsp. pokazuja, ze hipoksja moze
promowa¢ zmiany metylacji DNA w liniach komérkowych raka jelita grubego i1 czerniaka
[172]. Z tego powodu, w celu oceny roli metylacji DNA i poziomu ekspresji badanych genow
eksperymenty realizowane w ramach pracy doktorskiej zostaty przeprowadzone w warunkach
prawidlowej zawartosci tlenu (normoksji) oraz hipoksji (1% O;) na ustalonych liniach
komoérkowych raka jelita grubego, DLD-1 i HCT116. Nie zaobserwowano istotnych
statystycznie zmian metylacji DNA regionow promotorowych, poziomu mRNA oraz biatka
dla genow PHD1 i FIH w warunkach hipoksji i normoksji w badanych liniach komoérkowych.
Zaobserwowano jednak wzrost ilosci produktu biatkowego genu HIF-1a oraz wzrost ilo$ci
transkryptu i biatka genu PHD2 w warunkach hipoksji przy rownoczesnym braku zmian
poziomu metylacji DNA wysp CpG tych genéw w obu liniach komoérkowych. Wzrost
ekspresji genu PHD2 potwierdza przedstawiona przez D’ Angelo hipoteze o zaleznej od HIF-
1o indukcji ekspresji genu PHD2 [113]. Réznice w ilosci biatka HIF-la w warunkach
hipoksji i normoksji wskazujg natomiast, ze podlega ono degradacji regulowanej
posttranslacyjnie w warunkach normoksji [37].

Analogiczne badania wilasne dotyczace poziomu metylacji DNA i ekspresji genu
PHD3 w warunkach hipoksji i normoksji w linii komérkowej HCT116 pozwolity wykry¢
wysoki poziom metylacji DNA genu PHD3 i brak zmian poziomu transkryptu oraz bialka.
Z kolei w linii komoérkowej DLD-1 nie wykryto metylacji DNA w analizowanych warunkach
zawartosci tlenu, ale zaobserwowano istotny statystycznie wzrost transkryptu oraz biatka
genu PHD3 w warunkach hipoksji. Zgodnie z wcze$niejszym opisem gen PHD3 posiada
w regionie promotorowym element HRE i przypuszczalnie moze by¢ aktywowany przez HIF
w warunkach hipoksji [40]. Brak wzrostu ekspresji PHD3 w linii komorkowej HCT116
W 1% zawartosci tlenu moze by¢ wynikiem metylacji DNA w obrebie badanej wyspy CpG.
W innych badaniach, przeprowadzonych na liniach komodrkowych szpiczaka mnogiego,
czerniaka, prostaty i sutka uzyskano podobng korelacje pomiedzy zmniejszong ekspresja
transkryptu PHD3, a wysokim poziomem metylacji wyspy CpG [86, 165].

Badania wlasne wykluczyly zmiany poziomu transkryptu genu HIF-2a w warunkach
hipoksji 1 normoksji w linii komorkowej HCT116, jednak poziom biatka HIF-2a byt wyzszy
w warunkach hipoksji. Z kolei, w linii komoérkowej DLD-1 zauwazono istotny statystycznie

wzrost zarowno ilosci transkryptu jak i biatka HIF-2a w warunkach hipoksji w poréwnaniu
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do normoksji. Tylko w linii HCT116 zaobserwowano metylacj¢ DNA regionu chr2: 46 526
762- 46 526 905, niezalezng od warunkéw tlenowych hodowli komoérkowej. Wzrost ilosci
biatka HIF-2a w warunkach hipoksji potwierdza jego tlenowo-zalezng stabilizacje. Niemniej
jednak na uwage zasluguje fakt, ze poziom biatka dla linii komoérkowej HCT116, gdzie
wykryto metylacje DNA, byt nizszy w poréwnaniu z linig DLD-1. Ponadto zaobserwowany
wzrost ilosci transkryptu HIF-2a w warunkach hipoksji, charakterystyczny dla linii
komorkowej DLD-1 odbywat si¢ bez metylacji DNA wyspy CpG, co sugeruje wystepowanie
epigenetycznej regulacji ekspresji tego genu.

Wiele prac badawczych potwierdza, ze inhibitor metylotransferaz DNA, 5-dAzaC,
moze indukowac ekspresj¢ wielu gendow w rdznych typach nowotwordéw poprzez mechanizm
demetylacji pasywnej, a takze hamowa¢ wzrost linii komérkowych raka jelita grubego [173,
174]. Dane mikromacierzowe potwierdzaja, ze ekspresja ponad 1000 genéw moze ulegac
indukcji za pomoca 5-dAzaC w ustalonej linii komoérkowej raka jelita grubego SW116 [175].
W celu sprawdzenia roli metylacji DNA wyspy CpG genu PHD3 i HIF-2a linie komoérkowe
HCT116 i DLD-1 inkubowano z 5-dAzaC, w warunkach hipoksji 1 normoks;ji.
W przeprowadzonych do$wiadczeniach pracy doktorskiej zaobserwowano demetylacje DNA
w regionie chrl4: 34 419 922-34 420 080, chrl4: 34 419 795-34 419 935 i chrl4: 34 419 400
-34 419 538 wyspy CpG genu PHD3 w linii komérkowej HCT116 inkubowanej
z 5-dAzaC, co korelowato ze wzrostem poziomu transkryptu i biatka. Wykazano rowniez,
ze te regiony DNA nie podlegaty metylacji w linii komoérkowej DLD-1 w warunkach hipoksji
I normoksji podczas inkubacji z 5-dAzaC. Nie zaobserwowano roéwniez istotnych
statystycznie zmian w ekspresji genu PHD3 dla tej linii po inkubacji z 5-dAzaC.
Wystepowanie hipermetylacji DNA w obrebie wyspy CpG genu PHD3 jest obserwowane
rowniez w innych typach nowotworoéw, co sugeruje role modyfikacji epigenetycznej regionu
promotorowego tego genu w karcynogenezie. Obnizenie ekspresji genu PHD3 w wyniku
metylacji DNA mogtoby umozliwi¢ stabilizacj¢ biatka HIF-1a i odpowiedz komorkowa
podczas niedotlenienia [86]. Jednak w wybranych liniach komorkowych raka piersi, prostaty,
czerniaka i nerek wykazano, ze wzrost poziomu biatka HIF-1a w trakcie hipoksji jest
niezalezny od hipermetylacji DNA regionu promotorowego genu PHD3, co sugeruje role tej
hydroksylazy prolinowej w innych procesach komorkowych [86]. Koncepcja taka
jest rowniez zgodna z przedstawionymi w tej pracy obserwacjami dla genu HIF-2a, wobec

ktorego PHD3 wykazuje wyzsza aktywnos¢ w porownaniu do HIF-1a [40].
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Wyniki prezentowane w niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy pokazuja
znaczenie metylacji DNA w ekspresji genu HIF-2a. W przeprowadzonych do$wiadczeniach
wykazano obecnos¢ demetylowanego DNA w regionie promotorowym tego genu w linii
komorkowe; HCT116, co wigze si¢ z obserwowanym wzrostem transkryptu i bialka,
niezaleznie od warunkow tlenowych. Stwierdzono réwniez wzrost ilosci transkryptu HIF-2a
w linii komérkowej DLD-1 po inkubacji z 5-dAzac w warunkach normoksji. Uwaza sig,
ze 5-dAzaC demetylujac regiony promotorowe czynnikow transkrypcyjnych, moze zwigkszaé
ich ekspresje i w ten sposob wptywac na ekspresj¢ innych gendéw, w ktorych nie wykryto
metylacji DNA. Wzrost poziomu transkryptu w linii DLD-1 nie byt jednak zwigzany
ze wzrostem ilo$ci biatka HIF-2a w tych samych w warunkach najprawdopodobniej na skutek
aktywnosci hydroksylaz. Co ciekawe, wzrost ten w normoksji byt obserwowany w linii
komorkowej HCT116, co sugeruje wystepowanie nieopisanego dotad mechanizmu, ktory
pozwala na stabilizacj¢ tego biatka rowniez w warunkach prawidlowego stgzenia tlenu.

Rozbieznos¢ otrzymanych wynikow dla obu linii komérkowych mogg ostatecznie
wynika¢ z roéznego profilu mutacji w genach APC, TP53 czy CTNNBL1 (ang. catenin
(cadherin-associated protein), beta 1), co moze mie¢ wptyw na zmiany metylacji DNA
komorek nowotworowych HCT116 i DLD-1. Ponadto pomimo wykazania pozytywnego
dowodu wplywu metylacji DNA na ekspresj¢ PHD3 1 HIF2-a przedstawione wyniki
nie wykluczaja udzialu innych typéw mechanizméw regulacji ekspresji gendow, jak
np. abberacje chromosomowe czy mutacje genowe, w ostatecznej aktywnosci produktow

biatkowych tych genéw w trakcie karcynogenezy jelita grubego.
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6. WNIOSKI
. Udziat procesu metylacji DNA w regulacji ekspresji gendéw PHD3 i HIF-2a sugeruje

odwrotna korelacja poziomu metylacji DNA w obrebie wyspy CpG opisywanych
genow ze spadkiem ich ekspresji na poziomie mRNA w pierwotnej tkance

nowotworowej w poréwnaniu do histopatologicznie niezmienionej jelita grubego.

. Obnizona ekspresja genéw PHD1 i PHD2 w pierwotnej tkance nowotworowej
w poréwnaniu do histopatologicznie niezmienionej jelita grubego wskazuje na brak

powigzania Z metylacja DNA w regionach promotorowych tych genow.

. Na posttranslacyjny mechanizm regulacji ekspresji genu FIH wskazuje wzrost ilosci
biatka FIH w pierwotnej tkance nowotworowej w poréwnaniu do histopatologicznie
niezmienionej jelita grubego przy braku zarowno metylacji DNA jak i zmian ilosci

transkryptu.

. Regulacja ekspresji genu HIF-/a wydaje si¢ podlega¢ gtownie mechanizmom

posttranslacyjnym w karcynogenezie jelita grubego.

. Wazrost ekspresji genu PHD2 w linii komorkowej DLD-1 i HCT116 oraz genu PHD3
w linii komorkowej raka jelita grubego DLD-1 w warunkach hipoksji potwierdza
hipoteze 0 zaleznej od HIF indukcji ekspresji obu genow. Brak zmiany ekspresji genu
PHD3 w linii komorkowej raka jelita grubego HCT116 w warunkach hipoksji moze

by¢ wynikiem metylacji DNA w obrebie wyspy CpG tego genu.

. Obserowowany tylko w linii komorkowej DLD-1 wzrost ilosci transkryptu HIF-2a
w warunkach hipoksji wraz z brakiem metylacji DNA wyspy CpG tego genu, ktora
miata miejsce w linii komorkowej HCT116 sugeruje wystepowanie epigenetycznej

regulacji ekspresji genu HIF-2a w badaniach in vitro.

. Dzialanie inhibitora metylotransferaz DNA, 5-dAzaC, poprzez obnizenie poziomu
metylacji DNA wysp CpG genu PHD3 i HIF-2a oraz indukcj¢ ekspresji tych genow
w linii komorkowej HCT116 potwierdza znaczenie procesu metylacji DNA w ich

regulacji epigenetycznej.
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8. Brak wptywu podwyzszonego poziomu biatka PHD3 na stabilizacj¢ biatka HIF-2a
w linii komoérkowej HCT116 sugeruje niezalezng od biatka HIF funkcje tej
hydroksylazy w raku jelita grubego.
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7. STRESZCZENIE
Rak jelita grubego (ang. colorectal cancer, CRC) jest trzecim co do czgstosci

wystepowania nowotworem w Polsce oraz najczgstszym nowotworem zto§liwym przewodu
pokarmowego na $wiecie. Warunki hipoksji podczas karcynogenezy jelita grubego moga
wspiera¢ rozwdj nowotworu 0 bardziej agresywnym fenotypie. W pierwotnej odpowiedzi
transkrypcyjnej na stres wywolany hipoksja uczestniczy czynnik indukowany hipoksja HIF
(ang. hypoxia inducible factor). Jest on heterodimerem zbudowanym z podjednostki
wrazliwej na st¢zenie tlenu HIF-o 1 podlegajacej konstytutywnej ekspresji HIF-p.
Zidentyfikowano trzy izoformy biatka HIF-a : HIF-1a, HIF-2a 1 HIF-3a. Pierwsze dwie sg
szczegolnie wazne w odpowiedzi komorkowej w trakcie hipoksji, podczas gdy funkcja
HIF-3a nie jest doktadnie okreslona.

Bialtko HIF-o ma bardzo krétki okres pottrwania w warunkach prawidlowej zawarto$ci
tlenu w komorce 1 jego ilo$¢ jest regulowana na rdzne sposoby. Najlepiej opisanym
mechanizmem jest degradacja HIF-a poprzez hydroksylacje posttranslacyjng. Odpowiada
za to rodzina hydroksylaz prolinowych PHD1, PHD2 i PHD3 (ang. prolyl hydroxylases) oraz
hydroksylaza asparaginowa zwana czynnikiem hamujacy HIF, FIH (ang. factor inhibiting
HIF). PHD odpowiadajg za hydroksylacje konserwatywnych reszt prolinowych w obrebie
N-koncowej domeny transaktywacyjnej biatka HIF-o. Umozliwia to rozpoznanie przez
kompleks ligazy E3 ubikwitynowej i skierowanie hydroksylowanego biatka na proteasomalng
degradacje. Podobnie, FIH hydroksyluje reszte asparaginowa w obrebie C-koncowej domeny
transaktywacyjnej biatka HIF-a. Uniemozliwia to wigzanie koatywatorow HIF-a
i zapobiega indukcji ekspresji genow zaleznych od HIF. Dlatego w warunkach prawidtowe;
zawartosci tlenu, PHD 1 FIH dziatajg synergistycznie w celu ograniczenia aktywnos$ci HIF-a
poprzez odpowiednio jego degradacje i inaktywacje. Zauwazono jednak, ze hipoksja i deficyt
pozostatych substratow dla reakcji hydroksylacji nie jest jedynym powodem zmienione]
aktywnosci hydroksylaz w trakcie nowotworzenia. Mozliwos¢ przeprowadzania reakcji przez
te enzymy oraz indukcji genéw przez HIF jest rowniez uwarunkowana ich zawarto$cig
w komorce. Regulacja ekspresji tych gendow nie jest weigz doktadnie poznana. Geny: PHD1,
PHD2, PHD3, FIH, HIF-1a i HIF-2a zawieraja wyspe CpG w miejscach przylaczania si¢
czynnikow transkrypcyjnych. Podobnie do mutacji genetycznych , hiper - lub hipometylacja
DNA miejsc regulatorowych genéw moze spowodowac zmiang ekspresji gendow zwigzanych
z roznymi nowotworami, w tym jelita grubego. Celem pracy doktorskiej byta weryfikacja
hipotezy o wptywie metylacji DNA w obrgbie sekwencji rozpoznawanych przez czynniki
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transkrypcyjne na ekspresje genow PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF-1a i HIF-2a w raku jelita
grubego.

W celu okreslenia poziomu transkryptu i biatka genow PHD1, PHD2, PHD3, FIH,
HIF-1a i HIF-2a w pierwotnej tkance nowotworowej i histopatologicznie niezmienionej
pobranej od dziewig¢édziesigciu pacjentow z rakiem jelita grubego oraz w ustalonych liniach
komorkowych raka jelita grubego HCT116 i DLD-1 uzyto qPCR i western blot. Poziom
metylacji DNA w materiale klinicznym oraz liniach koméorkowych w obrebie wyspy CpG
regionu promotorowego genow PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF-/a i HIF-2a okreslono
za pomocag sekwencjonowania deaminowanego DNA oraz wysokorozdzielczej analizy
temperatur topnienia (ang. high resolution melting, HRM).

Stwierdzono istotny statystycznie obnizony poziom transkryptu (p=0,000296,
p<0,00001, p<0,00001) oraz biatka (p=0,00416, p=0,0071, p<0,00001) PHD1, PHD2
i PHD3 w pierwotnej tkance nowotworowej w porownaniu z histopatologicznie
niezmieniong. Analogicznie stwierdzono réwniez obnizony poziom transkryptu HIF-2a
(p=0,000027) w pierwotnej tkance nowotworowej. W przeciwienstwie do opisanych powyzej
wynikéw, nie zaobserwowano istotnej statystycznie rdéznicy na poziomie mRNA FIH
I HIF-la pomiedzy pierwotna tkanka nowotworowa, a histopatologicznie niezmieniona.
Jednakze, wykazano istotny statystycznie wyzszy poziom biatka FIH (p=0,0169)
w pierwotnej tkance nowotworowej w porownaniu z histopatologicznie niezmieniong. Spadek
ekspresji na poziomie mRNA genu PHD3 i HIF- 2a byt odwrotnie skorelowany z metylacja
DNA w obrebie [176]DNA w obrebie wysp CpG powyzszych gendéw. Wykazano rowniez
demetylacj¢ regionu promotorowego genéw PHD3 i HIF- 2a po inkubacji z inhibitorem
metylotransferaz DNA, 5- dAzaC, co korelowato ze wzrostem transkryptu i biatka tych
genow W ustalonej linii komérkowej raka jelita grubego HCT116 w warunkach hipoksji
i normoksji. Wyniki te wskazuja na znaczenie procesu metylacji DNA w regulacji ekspresji

genow PHD3 i HIF-2a w raku jelita grubego.
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8. SUMMARY
Colorectal cancer (CRC) is one of the most comprehensively studied malignancies.

It is the third most common cancer among adults in Poland. Hypoxic conditions during
formation of CRC may support the development of more aggressive cancers. Hypoxia
inducible factor (HIF) is heterodimeric complex composed of an oxygen induced HIF-a and
constitutively expressed HIF-p which mediate the primary transcriptional response to hypoxic
stress. There are three isoforms of the HIF-a subunit: HIF-1a, HIF-20, HIF-3a. The first two
are particularly important for the hypoxic response, while HIF-3o function is much less
understood.

HIF-a is constitutively expressed in the tissue; however, it has an extremely short half-
life in normoxic conditions. The level of HIF-a protein is regulated in several ways. The most
well known is its degradation through post-translational hydroxylation. To date, two oxygen-
dependent hydroxylation pathways have been identified that involve of Fe* and
2-oxoglutarate-dependent dioxygenases. The first pathway is initiated by three prolyl
hydroxylase domain enzymes, PHD1, PHD2 and PHD3, and the second pathway involves
the factor-inhibiting HIF (FIH). The PHD enzymes hydroxylate the conserved proline
residues in the N-terminal transactivation domain of HIF-1a protein. This allows E3 ubiquitin
ligase complex to bind HIF-1a and target it for degradation by the 26S proteasome. Similarly,
FIH hydroxylate the asparagine residue within the C-terminal transactivation domain of
HIF-o. This results in prevention of HIF-a interaction with its coactivators. Thus, under
normoxic conditions, PHD and FIH enzymes act synergistically to restrict the activity of
HIF-1a by degradation and inactivation, respectively. However, oxygen concentration is not
the only cause of altered PHD function and HIF stability during tumorigenesis.
The contribution of PHD and HIF to cell behaviour depends on several conditions, including
the relative abundance of PHD and HIF proteins in a specific tissue.

The mechanism by which these genes might be regulated is still not well elucidated.
Interestingly, PHDs, FIH and HIF-a genes possess a CpG island within their promoter region.
Similarly to genetic mutations, hyper- or hypomethylation of gene regulatory sequences have
been shown to potentially change the expression of cancer related genes in different
malignancies, including CRC. The aim of the dissertation was to test the hypothesis about the
role of DNA methylation within promoter regulatory regions of genes PHD1, PHD2, PHD3,
FIH, HIF-/a and HIF-2¢ in colorectal cancer.
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Using gPCR and western blotting PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF-/a and HIF-2a
gene expression was evaluated in primary colonic adenocarcinoma and adjacent
histopathologically unchanged colonic mucosa from patients who underwent radical surgical
resection of the colon (n=90). The same methods were used for assessment of gene expression
in HCT116 and DLD-1 CRC cell lines. DNA methylation levels of the CpG island in the
promoter regulatory region of PHD1, PHD2, PHD3, FIH, HIF-/a and HIF-2a were assessed
using bisulfite DNA sequencing and high resolution melting analysis (HRM) for patients and
CRC cell lines.

Significantly lower levels of PHD1, PHD2 and PHD3 transcripts (p-=0.000296;
p<0.00001; p<0.00001) and proteins (p=0.00416; p=0.0071; p<0.00001) were found
in primary cancerous than in histopathologically unchanged tissues. Reduced transcript level
of HIF-20. was also observed in primary cancerous tissue (p=0.000027). Despite this,
statistically significant differences were not observed in FIH and HIF-1la transcript levels
between cancerous and histopathologically unchanged colorectal tissue. However, a
significantly increased level of FIH protein (p=0.0169) was found in CRC. The reduced
PHD3 (p<0.0001) and HIF-20 (p=0.0003) transcript was correlated with significantly
increased DNA methylation in the CpG island of the PHD3 and HIF-2a promoter regulatory
region, respectively. The diminished expression of PHD1 and PHD2 and elevated level of
FIH protein in cancerous tissue compared to histopathologically unchanged colonic mucosa
was not associated with DNA methylation within the CpG islands of the PHD1, PHD2 and
FIH genes. An inhibitor of DNA methyltransferases, 5-aza-2’-deoxycytydine, was also found
to induce DNA demethylation of the PHD3 and HIF-2a promoter regulatory region, which
was associated with increased transcript and protein levels in HCT116 cells under hypoxic
and normoxic conditions. These results confirm the importance of DNA methylation

in the regulation of PHD3 and HIF-2a expression in colorectal cancer.
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