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Wykaz wazniejszych oznaczen i skrotow stosowanych w pracy

/zgodnie z kolejnoscia pojawiania sie po raz pierwszy/

skrot

nazwa polska

nazwa angielska

hCG
FSH
TSH
LH
5-UTR
CGB1,
CGB2,
CGBS3,
CGB5,
CGBS,
CGB?,
CGBS,
CGB9

hCG-H
hCGa
hCGp

hCGp-H
hCGn
hCG-Hn

hCGp-n
hCGp-Hn
hCGpcf

LH/hCGR

uNK
Thil
Th2
cAMP
EMT
7Z0O-1

ERK

PLAP
CRH
TCGA

OMIM

PCR
FBS
PBS

eGFP

ludzka gonadotropina kosméwkowa
hormon folikulotropowy
hormon tyreotropowy
hormon luteinizujacy
rejon 5' niepodlegajacy translacji

alleliczne geny kodujace podjednostke
beta gonadotropiny kosméwkowej

hiperglikozylowana ludzka
gonadotropina kosméwkowa

wolna podjednostka alfa hCG

wolna podjednostka beta hCG

hiperglikozylowana wolna
podjednostka beta hCG
nacieta hCG

hiperglikozylowana nacieta hCG

nacieta podjednostka beta hCG

hiperglikozylowana nacieta
podjednostka beta hCG
fragment korowy podjednostki beta
ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej
receptor lutropiny i ludzkiej
gonadotropiny kosméwkowej
maciczne komérki NK
limfocyty pomocnicze Thl
limfocyty pomocnicze Th2
cykliczny adenozynomonofosforan
tranzycja epitelialno-mezenchymalna
biatka strefy zamykajacej
kinaza regulowana
zewnatrzkomoérkowo
tozyskowa fosfataza alkaliczna
kortykoliberyna
baza danych TCGA

baza danych OMIM

reakcja faricuchowa polimerazy
bydleca surowica ptodowa
roztwor soli buforowany fosforanem
biatko wzmocnionej zielonej
fluorescencji

human chorionic gonadotropin
follicle-stimulating hormone
thyroid stimulating hormone
luteinizing hormone
5" untranslated region

chorionic gonadotropin beta subunit
coding genes/alleles

hyperglycosylated human chorionic
gonadotrophin
free alpha-subunit of human chorionic
gonadotrophin
free beta-subunit of human chorionic
gonadotrophin
hyperglycosylated human chorionic
gonadotropin free beta subunit
nicked human chorionic gonadotropin
nicked hyperglycosylated human chorionic
gonadotrophin
nicked B-subunit human chorionic
gonadotropin
nicked hyperglycosylated B-subunit human
chorionic gonadotropin
human chorionic gonadotropin, 3-core
fragment
luteinizing hormone/human chorionic
gonadotropin receptor
uterine natural killer
helper Th1 cells
helper Th2 cells
cyclic adenosine monophosphate
epithelial-mesenchymal transition
zonula occludens-1

extracellular signal-regulated kinases

placental alkaline phosphatase
corticotropin-releasing hormone
The Cancer Genome Atlas data base
Online Mendelian Inheritance in Man
data base
polymerase chain reaction
fetal bovine serum
phosphate buffered saline

enhanced green fluorescent protein




Wykaz skrotow

reakcja taricuchowa polimerazy

qPCR ; )
W Czasle rZzeCZywistym

quantitative polymerase chain reaction

Cr wskaznik koncentracji concentration ratio

CI indeks komorkow cell index

liczba kopii transkryptu na milion
odczytéw RNA

h

TPM transcript per milion

$rednia arytmetyczna arithmetic mean

biatko apoptotyczne z rodziny
biatek BCL

BAX Bcl-2-associated X protein

BIRCS surwiwina baculoviral IAP repeat-containing protein 5
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1. Wstep

1.1. Ludzka gonadotropina kosméwkowa

Ludzka gonadotropina kosméwkowa (hCG, ang. human chorionic gonadotropin) jest
heterodimerem, na ktéry skladaja sie dwie zwigzane niekowalencyjnie podjednostki: alfa
(a) i beta (P). Podjednostka a jest wspdlna dla hormonéw gonadotropowych takich jak:
folikulotropina (FSH), tyreotropina (TSH) i hormonu luteinizujagcego (LH), za$
podjednostka (3 jest rézna i determinuje biologiczne wlasnoéci kazdego z wyzej
wymienionych hormonéw?-3. Hormony gonadotropowe syntetyzowane sa przez przedni
plat przysadki mézgowej; synteza hCG odbywa sie¢ w lozysku, w skutek dziatalnosci
komérek syncytiotrofoblastu®.

Ludzka gonadotropina kosméwkowa wspétuczestniczy w wielu procesach
fizjologicznych zwigzanych z prawidlowym przebiegiem cigzy, do ktoérych zalicza sie
miedzy innymi: utrzymanie produkcji progesteronu przez ciatko zoélte, implantacje
zarodka, angiogeneze, czy rozw6j kosméwkis. Dodatkowo hCG warunkuje odpowiedz
immunologiczna organizmu matki na antygeny prezentowane przez ksztattujacy sie ptod,
poprzez kontrole dziatania komoérek jej uktadu odpornosciowegos?.

Gonadotropina kosméwkowa jest takze wydzielana przez rozrosty i nowotwory
trofoblastu oraz przez liczng grupe nowotworéw nietrofoblastycznych. Ekspresje hCG
zaobserwowano w guzach nastepujacych narzadéw: piersi, szyjki macicy, prostaty, pluca,
jelita grubego, nerki, pecherza, trzustki, odbytu, sromu, jajnika, endometrium i jamy
ustnej8?.

Mechanizmy regulujace ekspresje, dzialanie oraz rola pelniona przez hCG

w nowotworach nie s do korica wyjasnione.

1.2. Geny kodujace hCG

Powstanie w pelni funkcjonalnej czasteczki ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej
wiaze sie z aktywacja genéw kodujacych podjednostke alfa i beta hormonu. Na dluzszym
ramieniu chromosomu széstego, w locus 6ql4-q21 znajduje sie gen CGA kodujacy
podjednostke alfa. Podjednostka beta kodowana jest przez osiem allelicznych genéw

(CGB1, CGB2, CGB3, CGB5, CGB6, CGB7, CGB8, CGBY) zlokalizowanych w klastrze
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LHB/CGB na dluzszym ramieniu chromosomu dziewietnastego w locus 19q13.3210
(Rycina 1.). W obrebie tego klastra znajduje sie takze gen CGB4, ktéry zawiera sekwencje
kodujaca podjednostke beta hormonu lutreotropowego!112.

Produkty biatkowe poszczegélnych genéw CGB wykazuja réznice aminokwasowa
w pozydji 117. Doprowadzilo to do podzialu genéw na dwie grupy. Grupa pierwsza, do
ktorej zaliczono geny CGB7 i CGBY, to tak zwane geny pierwszego typu - ich produkt
biatkowy w pozycji 117. posiada alanine. Z kolei grupa genéw, nazwana genami drugiego
typu, na ktéra sktadaja sie geny CGB3, CGB5, CGB6 oraz CGBS8 koduje biatko z kwasem
asparaginowym w pozycji 117101213,

Sekwencjonowanie chromosomu dziewietnastego ujawnito, iz geny CGB7 oraz
CGB3 sa allelicznymi formami odpowiednio genéw CGB6 i CGB9415,

Uwaza sie, iz w toku ewolucji geny CGB3, CGB5, CGB6, CGB7, CGBS8, CGB9
powstaly w wyniku wielokrotnej duplikacji genu kodujacego podjednostke beta hormonu
luteinizujacego’®. Natomiast za pojawienie sie genéw CGB1 oraz CGB2 prawdopodobnie
odpowiada insercja fragmentu DNA, ktéra doprowadzila do eliminacji
piedziesieciodwunukleotydowego odcinka proksymalnej czesci promotora, jak réwniez
calosci regionu 5-UTR genu CGB. W przypadku genu CGB1 wspomniany fragment
obejmowat 736 par zasad, z kolei dla CGB2 724 pary zasad. Konsekwencja mutacji byto
utworzenie nowej sekwencji promotorowej dla CGB1 i CGB2, nowego regionu 5-UTR
z alternatywnym kodonem start oraz nowego eksonu pierwszego. Kolejnym skutkiem

byto przesuniecie ramki odczytu dla eksonu drugiego i trzeciego>17 (Rycina 2.).

CGB7 CGBS8 CGB5 CGB1 CGB2 CGB
= > S ﬁ
, 49560Kbp 49519Kbp ’

Rycina 1. Utozenie genéw CGB w klastrze LHB/CGB na chromosomie 19. Na podstawie
Grimwood i wsp.(").

" Grimwood, J. i in. The DNA sequence and biology of human chromosome 19. Nature 428, 529-535 (2004).
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Intron II
[235 pz]

Ekson I1

Ekson IIT

5'_| Ekson I [380 pz] = ][l_l;r_on I]
525 pz.

Insert [736/724 pz]

Intron 11
[235 pz]

Ekson I1

“

Ekson IIT

Rycina 2. Struktura genéw CGB ulokowanych na chromosomie 19. Na podstawie Parrot i wsp.
z modyfikacjami ().

| Ekson 1[232 pz] ] Intron |

[399 pz]

Jeszcze do niedawna sadzono, iz CGB1 oraz CGB2 sa pseudogenami. Dzieki
rozwojowi biologii systemowej oraz metod biologii molekularnej wykazano, iz sekwencje
nukleotydowe tych genéw u czlowieka oraz szympansa rézni jedynie 0,5% catosci ich
sktadu. Stanowi to mocny dowdd na wysoki stopiern konserwatywnosci CGB1 i CGB2
oraz potwierdza ich wspdlng ewolucyjna droge pochodzenial®. Ponadto wykazano
aktywnos¢ biologiczng genéw CGB1 i CGB2 na poziomie transkryptéw, ktore wykryto
w tkankach prawidlowych takich jak: tozysko, jadra, czy przysadka moézgowal519-22,
Dodatkowo, dowiedziono, ze takze tkanki zmienione nowotworowo cechuje obecnos¢
transkryptéw CGB1 i CGB2. Do tej pory potwierdzono ich obecno$¢ w komérkach raka
sutka, raka pecherza moczowego oraz raka jajnika®23-25.

Badania regionéw promotorowych CGB1 i CGB2 dowiodly, iz oba geny zawieraja
prawie kompletng sekwencje promotora charakterystycznego dla CGB, uszczuplona
jedynie o 52 pary zasad segmentu proksymalnego. Natomiast insercja fragmentu DNA w
strukture genéw CGBI1 i 2 skutkuje powstaniem dodatkowego odcinka promotora
zlokalizowanego powyzej miejsca rozpoczecia transkrypcjil.18.

Aktualnie zostaly opisane cztery warianty transkrypcyjne genéw CGB1 i CGB2
oznaczane jako: CGB1/CGB2, +47, +166 oraz +176. Uwzgledniajac przesuniecie ramki
odczytu oraz obecno$¢ alternatywnego kodonu start sugeruje sie, zZe hipotetyczne biatko
mogace powstawac podczas procesu translacji sktada sie z 132 aminokwaséw. Pozostate
warianty moga skutkowa¢ powstaniem 155 aminokwasowej formy biatka dla CGB1 oraz
163 aminokwasowej formy biatka dla CGB22l. Pomimo doniesien o obecnosci
transkryptow CGB1 i CGB2 w réznych tkankach nadal nie udalo si¢ wyizolowa¢ ich
biatkowego produktu.

"Parrott, A. M., Sriram, G., Liu, Y. & Mathews, M. B. Expression of type II chorionic gonadotropin genes supports a role in
the male reproductive system. Mol. Cell. Biol. 31, 287-99 (2011).
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1.3. Struktura hCG

Heterodimeryczna czasteczka ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej o tacznej masie
37,1 kDa zawiera 237 aminokwaséw: 92 aminokwasy budujace podjednostke alfa oraz 145
obecnych w strukturze beta. Okoto siedemdziesigt procent masy hCG stanowig aminokwasy,
za$ na pozostale trzydziesci procent skladaja sie reszty weglowodanowe!. Zauwazono, iz
sekwencja aminokwasowa podjednostki alfa hCG jest tozsama z sekwencja aminokwasowa
podjednostek alfa pozostatych hormonéw gonadotropowych: FSH, TSH oraz LH. Z kolei
podjednostka beta pod wzgledem skladu ilosciowego oraz jakosciowego aminokwaséw
wykazuje znaczng zmienno$¢ w opisanych powyzej biatkach?.

Strukture hCG charakteryzuje obecnos¢ cukrowcéw, powigzanych zkomponents
biatkowa wigzaniami N- i O-glikozydowymi. Dwa miejsca N-glikozylacji dla podjednostki alfa
dotycza reszt asparaginy 52. 178., podczas gdy w laricuchu beta N-glikozylowane sa reszty
asparaginy w pozygcji 13. i 30. Dodatkowo w podjednostce beta wystepuja cztery miejsca, do
ktérych dodawane sa cukrowce wigzaniem O-glikozydowym. Sa to reszty seryny: 121,
127.,132.1138.%. Dolaczone oligosacharydy moga wystepowaé w formie prostych lub
rozgatezionych czasteczek; ich sklad jakoSciowy moze by¢ zmienny?7.28.

Pozostale modyfikacje  potranslacyjne hormonu zachodza w  retikulum
endoplazmatycznym przy udziale disulfidoizomeraz, ktére w obu podjednostkach katalizuja
wytworzenie mostkéw dwusiarczkowych. Badania krystalograficzne ujawnity, iz organizacja
przestrzenna podjednostki alfa jest utrzymywana przez pie¢ mostkéw dwusiarczkowych
utworzonych miedzy cysteinami obecnymi w pozycjach: 7. i 31., 10. 160., 28. i 82., 59. i 87,,
atakze 32. i 84. Zkolei w strukturze podjednostki beta opisano szes¢ mostkéw
dwusiarczkowych miedzy resztami cysteinowymi aminokwaséw w pozycjach: 9.157.,23.172,,
26.1 110, 34. i 88., 38. i 90. oraz 93. i 100. Wiadomo, ze calos¢ struktury heterodimeru hCG
stabilizowana jest obecnoécia motywu wezla cysteinowego, cho¢ sam mechanizm sktadania
heterodimeru jest wcigz niepoznany?. Z jednej strony Ruddon i wspétpracownicy opisuja,
iz kluczowe jest powstanie wigzania dwusiarczkowego pomiedzy aminokwasami 93.
1100. w strukturze podjednostki beta, doprowadzajace do powstania nieaktywnego
dimeru alfa/beta. O pelnej funkcjonalnosci czgsteczki decyduje utworzenie ostatniego
stabilizujacego wigzania pomiedzy aminokwasami 26. i 110.31. Z drugiej strony Mole wraz
z zespolem wskazuja na odmienny przebieg sktadania w pelni funkcjonalnej czasteczki
heterodimeru, bazujacy na koniecznosci utworzenia tzw. petli pasa bezpieczeristwa

(ang. seat belt loop) pomiedzy aminokwasami w pozycjach 26.i110. Doprowadza to do

10



Wstep | 11

utworzenia wigzania dwusiarczkowego pomiedzy aminokwasami w pozycjach 93. i 100.
oraz do rozszerzenia petli pasa bezpieczeristwa. Umozliwia to podjednostce alfa przejscie
przez petle w celu wytworzenia dimeru alfa/beta. W tym przypadku aktywacja
funkcjonalna dimeru nastepuje po zamknieciu wczedniej otwartej struktury wigzania

pomiedzy cysteinami w pozycjach 93. oraz 100.32 (Rycina 3.).

podjednostka

alfa
™~ C-koniec

podjednostka .
beta C-koniec

Rycina 3. Uklad podjednostek alfa i beta hCG po uformowaniu struktury heterodimeru. Na rycinie
zaznaczono wigzania disulfidowe (opis w tekscie). Na podstawie De Medeiros i wsp.®
z modyfikacjami.

1.4. R6znorodnosé form ludzkiej gonadotropiny kosmoéwkowej

W zaleznosci od biologicznego zapotrzebowania, wynikajacego ze stanu organizmu,
komérki syncytiotrofoblasu, trofoblastu i jego rozrostéw, a takze komoérki gonadotropowe
przysadki mézgowej oraz nietrofoblastyczne nowotwory sa w stanie syntetyzowac rézne
formy ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej. Uwzgledniajac réznice w liczbie i rodzaju
przylaczonych cukrowcow, jak i typy utworzonych wigzan glikozydowych wyréznia sie
kilka wariantéw hCG. Dotychczas udokumentowano istnienie osiemnastu réznych form

ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej. Czeé¢ z nich jak: klasyczna czasteczka ludzkiej

*De Medeiros SF, Norman R]. Human choriogonadotropin protein core and sugar branches heterogeneity: basic and clinical
insights. Hum Reprod Update.15(1):69-95; (2009).
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gonadotropiny kosméwkowej (hCG), hiperglikozylowana ludzka gonadotropina
kosméwkowa (hCG-H), wolna podjednostka alfa hCG (hCGa), wolna podjednostka beta
hCG (hCGp) oraz hiperglikozylowana wolna podjednostka beta hCG (hCGpB-H) zostaly
opisane jako formy wydzielane przez tkanke tlozyska, jego rozrosty oraz liczne
nowotwory nietrofoblastyczne3?.

Pozostate formy hCG powstaja w wyniku ciecia enzymatycznego dokonywanego
przez elastaze i proteaze lozyskowych komoérek Hofbauera. Na skutek tego procesu
powstaja nastepujace formy: nacieta czasteczka ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej
(hCGn), nacieta sulfonowana czasteczka ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej, nacieta
hiperglikozylowana ludzka gonadotropina kosméwkowa (hCG-Hn), nacieta wolna
podjednostka beta hCG (hCGpn) oraz nacieta hiperglikozylowana wolna podjednostka
beta hCG (CG-Hn)3435,

Okres potowicznego trwania catej czasteczki hCG w surowicy wynosi okoto 24-36
godzin3¢37. Z kolei wydzielenie nacietych form hCG wiaze si¢ ze skrdéceniem ich
biologicznego okresu poéltrwania oraz szybsza eliminacja z ustroju. W znakomitej
wiekszoéci opisane dotychczas warianty hCG ulegaja dysocjacji na mniejsze czesci
stanowiace formy zdegradowane, ktére dalej wydalane sa na drodze metabolizmu
watrobowego (78%) oraz nerkowego (22%)3%. Zauwazono, iz czasteczki hCG pozbawione
kwasu sialowego ulegaja degradacji w klebuszkach nerkowych znacznie szybciej niz inne
warianty hCG, przez co bogactwo réznych form hCG jest zdecydowanie bardziej
uwidocznione w moczu, a nie w krwioobiegu?3 .

Kolejng forma biatka opisang w literaturze jest fragment rdzeniowy podjednostki
beta ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej (hCGbcf). Produkowany jest on w trakcie
prawidlowego cyklu miesigczkowego, gdy dochodzi do uwolnienia pecherzyka jajowego
oraz pojawienia sie nowej struktury, jaka jest cialko zétte. Podczas aktywnej fazy lutealnej
pojawiaja sie w jego strukturze komorki tekaluteinowe i komoérki ziarniste luteinowe,
ktore degraduja hCG do mniejszych czasteczek najprawdopodobniej w wyniku
dziatalnosci enzymoéw lizosomalnych#0-43,

Wiedza na temat réznorodnosci form hCG, mozliwych miejsc wydzielania hormonu,
a takze obecnosci lub braku dodatkowych reszt cukrowcowych pozwala na wycigganie
precyzyjnych wnioskéw z wynikéw testow immunoenzymatycznych stosowanych

w laboratoriach diagnostycznych.



Wstep

1.5. Biologiczna rola hCG

1.5.1. Rola hCG w ciazy prawidlowe;j

Ludzka gonadotropina kosméwkowa jest powszechnie znana jako hormon cigzowy.
Wiadomo, ze synteza hCG ma miejsce juz w przedimplantacyjnej fazie rozwoju blastocysty,
co zostato potwierdzone w badaniach pozioméw transkryptow genéw obu podjednostek.
W trakcie przemian, jakie zachodza w strukturze blastocysty, komorki trofoblastu zaczynaja
réznicowac sie¢ w komorki syncytiotrofoblastu, ktore sa w stanie syntetyzowac progesteron
iludzka gonadotropine kosméwkowa. Przedimplantacyjne wydzielanie hCG do przestrzeni
jamy macicy stanowi swoisty czynnik sygnalny rozpoznawany przez receptory LH/hCGR
(receptor wspolny dla ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej oraz hormonu luteinizujgcego)
zlokalizowane w tetnicach  spiralnych miometrium i doczesnej. Ekspresja receptora
LH/hCGR, ktory poséredniczy w dziataniu hCG, cechuje wiele réznorodnych tkanek (miesnie
gladkie, komoérki nabtonkowe naczyni krwionosnych, uktad nerwowy), w tym takze tkanki
zmienione nowotworowo®4. Zwigzanie czasteczki hCG zmienia konformacje receptora
i prowadzi do transdukcji sygnatu do wnetrza komorek?748.

Wystepowanie receptorow LH/hCGR potwierdzono w tkankach ksztaltujacego
sie ptodu, tj. nerce, watrobie, plucach, $ledzionie oraz obu rodzajach jelita. Z kolei
w organizmie dorostego czlowieka nie wykazano obecnosci LH/hCGR na poziomie
wyzej wspomnianych organéw. Sugeruje sie, ze wplyw ludzkiej gonadotropiny
kosméwkowej na tkanki ptodowe polega na wspoétuczestniczeniu w ich ksztattowaniu
i r6znicowaniu*-5!. Badania Lei i wspotpracownikéw ujawnily wystepowanie receptorow
LH/hCGR w tkance mézgowej kobiet, co prawdopodobnie moze poméc w wyjasnieniu
wystepowania zjawiska niepowsciagliwych wymiotéw kobiet ciezarnychs2.

Badania przeprowadzone przez Toth i wspélpracownikéw z wykorzystaniem
ultrasonografii dopplerowskiej dowiodly, iz hCG przyczynia sie¢ do zmniejszenia oporu
naczyniowego oraz rozszerzenia naczyn, przez co zwieksza sie ukrwienie tkanki®.
Umozliwia to inicjacje procesu zagniezdzenia blastocysty w strukture Sciany macicy.
Od tej chwili w przewazajacej ilosci produkowana jest forma hiperglikozylowana hCG;
stan ten utrzymuje sie do okoto czwartego tygodnia cigzy54%5.

Dodatkowo, hCG wydaje sie pelni¢ wazna role w samym procesie tworzenia
nowych naczyn krwionoénych - angiogenezie. Na skutek wysokiego stezenia hormonu

komoérki nablonkowe endometrium wydzielaja czynnik wzrostu $rédblonka
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naczyniowego VEGF (ang. vascular endothelial growth factor). Tym samym hCG przyczynia
sie do rozwoju nowopowstajacej sieci naczyn w macicy, co zostalo udokumentowane
w testach in vitro i in vivE56.

Niedobér hiperglikozylowej formy hCG zostal opisany przez Sasaki
i wspolpracownikéw jako jedna z przyczyn niepowodzeri rozrodu na poziomie
implantacji blastocysty8. Z kolei wyniki badar in vitro przeprowadzone na linii ludzkiego
raka kosmoéwki sugerujg, iz udzial hCG-H jest zwigzany z czynnym procesem inwazji
cytotrofoblastu5455.

W dalszym etapie pierwszego trymestru ciagzy obserwowane jest zastepowanie
hiperglikozylowanej hCG przez wydzielang w coraz wiekszych ilosciach klasyczna forma
hCG. Najwyzszy poziom tej formy hormonu oznaczany w surowicy krwi zauwazalny jest
okoto 10. tygodnia cigzy; jego poziom wynosi wéwczas powyzej 25 000 mIU/ml. Podczas
dalszego rozwoju cigzy nastepuje spadek produkcji hCG, jednak stosunkowo wysoki
poziom utrzymuje sie do korica trwania cigzy.

hCG odgrywa kluczowa role podczas calego rozwoju cigzy. Utrzymanie
ksztaltujagcego sie plodu jest gwarantowane miedzy innymi przez biologiczne
mechanizmy regulujace uklad immunologiczny kobiety®. Juz w momencie implantacji,
na skutek obecnej w krwioobiegu hCG obserwuje sie zwiekszenie ilosci komérek uNK
(ang. uterine natural killer) w endometrium macicy. Dochodzi woéwczas do zmiany
aktywnosci matczynych makrofagéw promujacych ich migracje do tkanki fozyska, co jak
wskazuja badania Wan i wspétpracownikéw doprowadza do usuwania tam komoérek
apoptotycznychel. W kolejnych miesigcach trwania prawidlowej ciazy catkowita liczba
komoérek uNK ulega zmniejszeniu, a ich dystrybucja w zdecydowanie mniejszym stopniu
obejmuje tozysko%2. Obecnoé¢ duzej ilosci hormonu wplywa réwniez na proces polaryzacji
immunologicznej limfocytéw Thl i Th2 skutkujacy szeroko rozumiang immunotolerancjg

w odpowiedzi na prezentacje ojcowskich antygenowo3-65.

1.5.2. Rola hCG w ciazy patologicznej

Biologiczna funkcja ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej zostala opisana
rowniez w stanach patologicznych. W przypadku ciazy pozamacicznej notuje sie
obecnos¢ takich samych form hormonu jak w ciazy prawidlowej. Zauwazono jednak,
iz nieprawidtowe miejsce zagniezdzenia si¢ blastocysty doprowadza do wzrostu poziomu
hCG oraz jej wolnej podjednostki beta. Przyrost ten jest zdecydowanie nizszy wzgledem

cigzy prawidlowej w tozsamym tygodniu jej trwania. Miano hCGp wyzsze niz 15001U/L
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oznaczane w surowicy wraz z diagnostyka obrazowa stanowi element pomocniczy
W rozpoznaniu cigzy pozamaciczneje-%. Z kolei w przypadku wczesnych poronien, ktére
rozumie sie jako terminacje cigzy przed dwunastym tygodniem jej trwania, poziomy hCG
oraz hCGPB w surowicy wykazuja mniejsza dynamike wzrostu w poréwnaniu
z poziomami obserwowanymi podczas cigzy prawidlowej®970 .

Dodatkowo liczne opracowania donosza, iz jednostki chorobowe takie jak:
cigzowa choroba trofoblastyczna oraz ciagzowa neoplazja trofoblastu charakteryzuja sie
wzrostem obecnosci réznorodnych form hCG w surowicy i w moczu. W celu rozpoznania
tych jednostek w gtéwnej mierze bazuje sie na oznaczeniu najistotniejszych trzech form
ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej tj. calej czasteczki hCG, hiperglikozylowanej hCG
oraz wolnej podjednostki beta hCG¢”. Po pierwotnej, badz wtérnej ewakuacji czesciowego
lub catkowitego pustego jaja plodowego spodziewanym efektem zabiegu jest spadek
poziomu hCG. Utrzymujacy sie¢ wysoki poziom hormonu w surowicy (=20000IU/L) na
przestrzeni trzech tygodni obserwacji lub wzrost jego miana o >10% w dwoéch kolejnych
oznaczeniach w ciggu dwoéch tygodni od zabiegu stanowi o istocie rozwazenia
kwalifikacji pacjentki do leczenia chemioterapeutykami, co jest rekomendowane przez
Europejskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej”!.

Wiedza na temat hCG znalazla réwniez zastosowanie w diagnostyce zaburzen
chromosomalnych plodu. Badania przesiewowe stosowane w celu wykrycia anueploidii
u ksztaltujacego sie ptodu polegajace na analizie pozioméw markeréw biochemicznych w
surowicy ciezarnej oraz analiza grubosci przeziernosci karku plodu sa czescig praktyki
polozniczej w wielu krajach. W przypadkach trisomii chromosoméw 13. oraz 18.
obserwuje sie obnizone wartosci pozioméw wolnej podjednostki beta hCG w surowicy
ciezarnej. Natomiast cigza z trisomia chromosomu 21., w poréwnaniu z ciaza

prawidlowa, charakteryzuje sie podwyzszonym poziomem hCG w surowicy?273.

1.5.3. hCG w nowotworach nietrofoblstycznych

Intensywny rozw¢j technik biologii molekularnej przynidst ze soba wiedze
na temat udzialu hCG i jej form w procesie rozwoju nowotworéw nietrofoblastycznych.
Poczatkowo, w drugiej potowie XX wieku zauwazono, iz surowica, mocz, a takze tkanki
guz6éw m. in. raka trzustki, watroby, ptuca, sutka i zotadka cechuje immunoreaktywnosé
wzgledem hCG7. Dalsze prace dowiodly, ze przewazajaca forma wydzielana przez

komoérki nowotworowe jest wolna podjednostka beta, a w szczegdlnosci jej forma
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hiperglikozylowana. Obecnoé¢ hCGP-H zostala udokumentowana miedzy innymi
w nowotworach macicy, jelita grubego, zotadka, pecherza moczowego oraz ptuc’>7e.

Wiegkszos¢ danych klinicznych sugeruje, ze hCGB moze by¢ niezaleznym
czynnikiem prognostycznym choroby nowotworowej. Biorgc pod uwage powszechnie
uznawang teorie, ze poziom hCGp rosnie wykladniczo w trakcie implantacji zarodka w
celu umozliwienia inwazji komoérek trofoblastu, postuluje sie, iz hCGP moze odgrywac
podobna role we wczesnych stadiach rozwoju nowotworéw. Badania Li
i wspotpracownikéw nad rakiem jelita grubego wykazaly, iz blisko 40% guzéw
charakteryzowato sie zwiekszong ekspresja hCGp na poziomie mRNA. Co wiecej, dalsze
analizy immunohistochemiczne dowiodly, iz obecnos¢ hCGP cechowata gtéwnie
fragmenty guza z komoérkami o najwiekszym inwazyjnym potencjale. Obszar ten
charakteryzowat sie duza zlosliwoscia i agresywnoscia, co zostalo potwierdzone przez
analizy markeréw procesu tranzycji epitelialno-mezenchymlanej (EMT) takich jak:
kadheryna E oraz biatka strefy zamykajacej (ZO-1; ang. zonula occludens-1)77. Ponadto Li
i wspolpracownicy pokazali, ze hCGp promuje migracje i inwazje w komorkach linii raka
prostaty DU145 poprzez hamowanie aktywnosci kadheryny E, uruchomienie szlaku
sygnalnego ERK (ang. extracellular-signal-requlated kinase) oraz zwigkszenie ekspresji genu
kodujacego kolagenaze typu IV (MMP-2)78.

Badania nad biologia raka jajnika wykazaly, ze takze nieprawidlowosci
ultrastrukturalne komoérek nowotworowych takie jak agregacja mitochondriéw
i przegrupowanie cytoszkieletu sa $cisle zwigzane z bardziej agresywnym fenotypem
o wysokiej zdolnosci do migracji i inwazji. Zwiekszone nagromadzenie mitochondriéw
moze promowac¢ inwazyjnos¢ i przerzuty nowotworédw”8. Doswiadczenia
przeprowadzone przez Wu i wspoétpracownikéw na modelu mysim dokumentuja duze
skupiska mitochondriéow w inwazyjnych komoérkach raka jajnika. Dodatkowo, w tych
komoérkach wykazano wysoki poziom ekspresji hCGp. Jednoczesnie potwierdzono,
ze ekspresja LHCGR nie ma istotnej korelacji z ekspresja hCGP w tkankach raka jajnika,
co sugeruje, ze rola hCGB w przerzutowaniu i inwazyjnosci tych komorek jest niezalezna
od receptora LH/hCGRS#!.. Takze inne badania pokazuja, ze guzy wydzielajace hCG
nie zawsze cechuje ekspresja receptora®. Stad postuluje sie, ze hCG w guzach moze
dziata¢ poprzez alternatywne mechanizmy, niezalezne od obecnosci receptora.

Zrozumienie mechanizméw dziatania hCG w guzach dodatkowo utrudnia fakt,
zew duzej czeSci nowotworéw wydzielajacych wolna podjednostke beta hCG

nie wszystkie geny regionu klastra CGB/LHB sa aktywne, a dodatkowo ich aktywnoéc¢
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nie jest rownocenna. Wydaje si¢, ze synteza hCGp jest wynikiem zmienionej regulacji
ekspresji okreslonych genoéw. Niestety mechanizmy regulujace ekspresje poszczegdlnych
genéw CGB a takze ich rola w przebiegu choroby nowotworowej nie sa do korca

wyjasnione.



2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo wykazanie aktywnosdci genéw CGB1 i CGB2
w komérkach wybranych rakéw zenskich narzgdéw plciowych oraz okreslenie wptywu

ich ekspresji na biologie komérek nowotworowych in vitro.

Zalozony cel realizowano poprzez:

1. Analize in silico poziomu transkryptow genéw CGBI i CGB2 oraz kontrolnego
genu CGB5 w rakach szyjki macicy i endometrium na podstawie wynikéw
zdeponowanych w bazach TCGA.

2. Klonowanie i uzyskanie nadekspresji genéw CGB1 i CGB2 oraz CGB5
w ustalonych liniach komoérkowych: Hela i Ishikawa, wywodzacych sie
z nowotwordéw raka szyjki macicy i endometrium.

3. Ocene profilu ekspresji genéw CGB w liniach komérkowych transfekowanych
konstruktami zawierajacymi sekwencje kodujace CGB1 i CGB2 oraz CGB5 metoda
PCR w czasie rzeczywistym.

4. Ocene poziomu biatka hCGB w liniach komérkowych transfekowanych
konstruktami zawierajacymi sekwencje kodujace CGB1 i CGB2 oraz CGB5 metoda

western blot.

5. Analize biologii komérek nowotworowych z nadekspresja genéw CGB1 i CGB2
oraz CGB5 poprzez ocene:

a) proliferacji,

=3

) inwazyjnosci,

Q) apoptozy,

cyklu zyciowego.
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3. Materialy i metody

3.1. Materialy
3.1.1. Linie komorkowe

Modelem dos$wiadczalnym w przeprowadzonych badaniach byty dwie ustalone linie
komorkowe - Ishikawa i HeLa. Linie te wybrano ze wzgledu na ich charakterystyczne cechy
zwiazane z istota prowadzonych badan.

Linia Ishikawa wywodzi si¢ z ludzkiego nabtonkowego gruczolakoraka
endometrium i wyprowadzona zostala z materialu pobranego od trzydziestodziewiecio-
letniej kobiety. Linia ta wykazuje obecnos¢ receptoréw  estrogenowych,
progesteronowych oraz receptoréw hormonu luteinizujacego i ludzkiej gonadotropiny
kosmoéwkowej (LH/hCGR)32. Komorki Ishikawa charakteryzuja sie¢ wydzielaniem
lozyskowej fosfatazy alkalicznej (PLAP; ang. placental alkaline phosphatase) oraz
kortykoliberyny (CRH; ang. corticotropin-releasing hormone). Linia komérkowa Ishikawa
zdeponowana jest w kolekcji General Cell Collection pod numerem 98032302.

Drugim typem komoérek wykorzystanym w niniejszej pracy byly komoérki linii
HeLa. Komoérki Hela powstaly w wyniku transformacji nowotworowej komoérek
nablonkowych kanatu zewnetrznego szyjki macicy wynikajacej z zakazenia wirusem
brodawczaka ludzkiego - HPV typ 18, pobranych od trzydziestojednoletniej kobiety.
Komorki Hela charakteryzuja sie obecnoscia LH/hCGR oraz wydzielaniem PLAP i
CRH#38¢, W kolekcji General Cell Collection komoérki te znajduja sie¢ pod numerem
93021013.

Obie linie komoérkowe charakteryzuje endogenna produkcja hCGp, przy czym
poziom ekspresji podjednostki beta hormonu nie jest wysoki; nie przekracza 0,32 ng/ml
na kazde 107 komoérek utrzymywanych w warunkach in vitross.

Wedlug danych umieszczonych w bazie TCGA Provisional (Firehose Legacy) raki
szyjki macicy i endometrium ré6zni ekspresja badanych w pracy genéw, tj. CGB1 i CGB2.
Zgodnie z informacjami zdeponowanymi w TCGA w tkankach gruczolakoraka szyjki
macicy nie wykryto aktywnosci transkrypcyjnej CGB1 oraz CGB2. Pozostate typy
histopatologiczne rakéw szyjki macicy (ptaskonablonkowe, mieszane) charakteryzuje
obecnos¢ transkryptéw CGB1 oraz CGB28¢87. Z kolei raka endometrium, zaréwno typ I jak

ityp II, cechuje obecnos¢ transkryptéw obu tych genowss.



Materiaty i metody

3.1.2. Konstrukty CGB

W  przeprowadzonych badaniach wykorzystano przygotowane na potrzeby
niniejszej pracy wektory ekspresyjne (przygotowane na bazie wektora pcDNA3.1(+);
Invitrogen, Stany Zjednoczone) z wklonowanymi insertami zawierajacymi sekwencje
kodujace genéw CGB1 oraz CGB2.

W pracy wykorzystano takze wektor kontrolny (kontrola pozytywna) zawierajacy
insert z sekwencja genu o najwyzszej sposrod genéw CGB aktywnosci - CGB5. Konstrukt
kontrolny z sekwencja kodujaca CGB5 zostal wykonany wczeéniej i stanowi materiat
archiwalny Pracowni Biologii Molekularnej Katedry i Zakladu Biologii Komorki

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.2. Metodyka

3.2.1. Analizy danych pochodzacych z The Cancer Genome Atlas (TCGA)

Na podstawie danych zgromadzonych w bazach TCGA (ang. The Cancer Genome
Atlas) przeprowadzono analizy pozioméw ekspresji genéw: CGB1, CGB2 oraz CGB5
w tkankach nowotworéw  szyjki macicy i endometrium. Kazdorazowo wyniki
poréwnywano do poziomu ekspresji powyzszych genéw w materiale niezmienionym
chorobowo. Wyniki zaprezentowano w postaci liczby kopii transkryptu (TPM; ang.
transcripts per million) uzyskanej przez normalizacje wyrazong, jako odsetek czastek
analizowanego genu/transkryptu na kazde milion czgsteczek RNA w proébie.

W przypadku analiz dotyczacych tkanek raka endometrium wykorzystano wyniki
pochodzace od 546 pacjentek z rozpoznana choroba nowotworowa oraz 35. kobiet,
u ktorych nie stwierdzono procesu nowotworowego w obrebie endometrium.

Z kolei analiza wynikéw préb raka szyjki macicy obejmowata 305 przypadkow.
Jednoczesnie oceniano material zdeponowany w bazie, pochodzacy od 3. kobiet
z brakiem zdiagnozowanej choroby nowotworowe;j.

Zbierajac dane dotyczace ekspresji analizowanych genéw, uzyskano takze
informacje na temat mediany wynikéw oraz ewentualnej istotnosci statystyczne;.
Zgodnie z informacjami zawartymi w bazie TCGA - UALCAN w analizie
zdeponowanych tam danych zastosowany zostal test t-Studenta, uwzgledniajacy
ewentualne réznice w wartoSciach wariancji, za$ za poziom istotnosci statystycznej
przyjeto a=5%. W graficznym przedstawieniu wynikéw analiz zastosowano oznaczenia:

* p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.
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3.2.2. Przygotowanie wektorow ekspresyjnych

Ze wzgledu na fakt, ze biatlkowy produkt genéw CGB1 i CGB2 nie zostat jak dotad
wyizolowany, w przypadku klonowania tych genéw wykorzystano sekwencje wskazane
in silico i zdeponowane w bazie OMIM, odpowiednio pod numerami 608823 oraz 608824.
Przygotowano dwa rodzaje konstruktéow zawierajacych: 1) sekwencje kodujaca
hipotetyczne biatka homologiczne do hCGP - wektory: CGB 1.1 i CGB 2.1 oraz 2)
sekwencje uwzgledniajaca przesuniecie ramki odczytu powodujaca powstanie 132.
aminokwasowego biatka odmiennego od hCGP - konstrukty: CGB 1.2 i CGB 2.2,
Przewidywany in silico sklad aminokwaséw w strukturze pierwszorzedowej biatka
przedstawiono w formie graficznej (Rysunek 1.).

W celu przygotowania wektorow ekspresyjnych kodujacych geny CGBI1 i CGB2
wykorzystano catkowity RNA wyizolowany z tkanki fozyska uzyskanego z 38. tygodnia
cigzy fizjologicznej, zakoniczonej porodem sitami natury (material archiwalny Katedry
i Zakladu Biologii Komoérki Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu), ktéry postuzy? jako
matryca do syntezy cDNA (DNA komplementarnego do RNA). Przygotowane na drodze
odwrotnej transkrypcji cDNA uzyty zostal w tanicuchowej reakcji polimerazy - PCR
z zastosowaniem genowo specyficznych starterow. Otrzymane produkty zostaty

nastepnie wklonowane do wektora ekspresyjnego.
3.2.3. Odwrotna transkrypcja

Kazdorazowo do syntezy ¢cDNA uzyto 1 pg RNA oraz uniwersalny starter
oligo(dT)10. Mieszanine reakcyjng denaturowano przez 10 minut w temperaturze 65°C,
po czym chlodzono na lodzie przez 5 minut. Nastepnie do probéwki dodawano
mieszanine reakcyjna w skladzie: odwrotna transkryptaza (Roche Diagnostics Polska sp.
z 0. 0., Polska), bufor do odwrotnej transkrypcji (Roche Diagnostics Polska sp. z o. o,
Polska) mieszanina deoksyrybonukleotydéw (Novazym, Polska) oraz inhibitor
rybonukleaz - RNAsin (Roche Diagnostics Polska sp. z o. o., Polska). Dokladna
charakterystyke sktadnikow uzytych w reakcji wraz z ich stezeniami zamieszczono

w tabeli pierwszej.
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Tabela 1. Zestawienie komponentéw uzywanych do reakcji odwrotnej transkrypcji

komponent stezenie dodana ilos¢ stezenie
poczatkowe konicowe
catkowity RNA zmienne zmienna lpg
starter oligo(dT)10 100 pmol/pul 1pl 5 pmol/pl
bufor do odwrotnej transkrypcji 5x 4pl 1x
mieszanina dNTPs (*) 100 pmol/pul 2pul 10 pmol/pl
inhibitor RNaz 40U/pl 0,5 ul 20U
odwrotna transkryptaza 50U/pl 0,25 pl 125U
HO - zZmienna -
calkowita objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej - 20 pl -

(*) - tréjfosforany deoksynukleotydéw

Reakcje odwrotnej transkrypcji kazdorazowo przeprowadzano w ponizszych
warunkach termicznych:

1. hybrydyzacja startera: 25°C, 10 minut;

2. reakcja enzymatycznej syntezy cDNA na matrycy RNA: 55°C, 30 minut;

3. inaktywacja enzymu: 85°C, 10 minut.

Po zakoriczeniu reakgji syntezy otrzymany cDNA przechowywano w temperaturze

-20°C do czasu dalszych analiz.

3.2.4. Amplifikacja analizowanych genéw CGB

Do reakcji PCR stosowano genowo specyficzne startery (TibMolBiol, Polska), za$
jako matrycy uzywano syntetyzowane wczeéniej produkty reakcji odwrotnej transkrypcji
(cDNA). Startery zaprojektowano w taki sposob, aby produkt reakcji zawierajacy
sekwencje kodujace analizowanych wariantéw genéw posiadaly na koricach 3’ i 5" miejsca
ciecia dla enzymow restrykeyjnych BamHI i HindlIL

Opisy starteréw oraz skltad mieszaniny PCR wraz z profilem termicznym reakcji
przedstawiono odpowiednio w tabelach: 2, 3 oraz 4.

Tabela 2. Charakterystyka starteréw wykorzystanych do klonowania genéw CGB
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starter sekwengcja startera
CGB1v1l Hindlll F 5- CAA|AGCTTATGTCAAAGAGGCTGCTG -3’
CGB1 BamHI R 5-GG|GATCCGGCCCCGGGAGACG -3

CGB1v2 HindIll F 5-TACA|AGCTTATGTCCACATTCCCAGTGCTTGCGGAAGATATCCCGCTAAGA
GAGAGACATGTCAAAGAGGCT -3’

CGB1/2v2 BamHI R 5-TAG|GATCCGTGGTGCTGCGGCG -3’
CGB2v1 Hindlll F 5-CAA|AGCTTATGTCAAAGGGGCTGCTG -3’
CGB2 BamHI R 5- GG|GATCCGGCCCCGGGAGTCTG -3’
CGB2v2 HindIIl 5- TACA|AGCTTATGTCCACATCCCCAGTGCTTGC -3’
Legenda:

AAGCTT - sekwencja rozpoznawana przez enzym HindIll,

GGATCC - sekwencja rozpoznawana przez enzym BamHI,

| - miejsce ciecia.

Oznaczenie genéw w bazie GenBank®: CGB1 (NM_033377.1), CGB2 (NM_033378.1).
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Tabela 3. Zestawienie komponentéw PCR

stezenie dodana stezenie
komponent o .
poczatkowe ilo¢ konicowe
cDNA - 2pul -
odpowiedni starter CGB HindlIl sensowy 100 pmol/pul 0,25 pl 1 pmol/pl
odpowiedni starter CGB BamHI antysensowy 100 pmol/pl 0,25 pul 1 pmol/pl
bufor (BioXAct, Bioline, Stany Zjednoczone) 10 x 2,5ul 1x
mieszanina dNTPs (*) (Novazym, Polska) 10 pmol/pl 2,5pl 1 pmol/pl
enhancer (BioXAct, Bioline, Stany Zjednoczone) 5x 5ul 1x
MgCl, 50 pmol/pl 1,5 ul 3 pmol/pl
polimeraza (BioXAct, Bioline, Stany Zjednoczone) 4U/pl 0,25 ul 10
H>O wolna od DNaz - 10,8 pl -
(*) - deoksynukleotydy
Tabela 4. Profil temperaturowy PCR
etap temperatura czas liczba cykli
wstepna denaturacja 95°C 10 min 1
denaturacja 95°C
e A zmienna, zalezna od uzytego zmienny, zalezny od uzytego
startera startera
. o zmienny, zalezny od dlugosci 40
elongacja 72°C produktu
elongacja koricowa 72°C 5 min 1

Uzyskane produkty reakcji zostaly ocenione na podstawie rozdzialu
elektroforetycznego w 2% zelu agarozowym pod wzgledem jakosciowym i ilosciowym.
W kolejnym etapie produkty wycieto z zZelu i oczyszczano z zastosowaniem zestawu
AxyPrep PCR Clean-up Kit (Axygen, Stany Zjednoczone) wedlug procedury dostarczonej

przez producenta.

3.2.4.1. Ciecie enzymami restrykcyjnymi

Oczyszczone produkty reakcji PCR poddano cieciu restrykcyjnemu, w ktéorym
zastosowano enzymy BamHI i Hindlll typu FastDigest (Fermentas, Stany Zjednoczone).
Cieciu restrykcyjnemu, z jednoczesna defosforylacja, poddano takze plazmid
pcDNA3.1(+) (Invitrogen, Stany Zjednoczone), ktéry zostal uzyty w kolejnym etapie
przygotowania wektora ekspresyjnego.

Warunki reakcji restrykcji w obu przypadkach byty jednakowe. Reakcje ciecia
prowadzono w temperaturze 37°C przez 10 minut. Skiad mieszaniny restrykcyjnej

zamieszczono w tabeli 5.
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Tabela 5. Zestawienie skltadnikéw zastosowanych w reakcjach ciecia restrykcyjnego

komponent ilo§¢ odczynnika dodana podczas ilos¢ odczynnika dodana podczas
ciecia plazmidowego DNA ciecia produktu PCR
H>O wolna od nukleaz 14 pl 15 pl
bufor FastDigest 10x 2pul 3pul
DNA 1pg 10 pl
enzym FastDigest BamH]I 1l 1pul
enzym FastDigest HindlII 1pul 1pl
enzym FastAP 1pl ~

(alkaliczna fosfataza)

Produkty procesu restrykcji polaczono z wektorem w reakcji ligacji, ktérg
prowadzono przez jedna godzine w temperaturze pokojowej.
Nastepnie przez 10 minut w temperaturze 65°C prowadzono inaktywacje ligazy.

Sktadniki mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Zestawienie skladnikow zastosowanych w reakcjach ligacji

komponent dodana ilos¢
H>O wolna od nukleaz do objetosci 20ul
bufor do ligacji 10 x (Fermentas, Stany Zjednoczone) 2pl
plazmidowy DNA 50 ng
produkt PCR 130 ng
ligaza DNA z faga T4 (Fermentas, Stany Zjednoczone) 1pl

3.2.5. Transformacja komoérek kompetentnych konstruktami kodujacymi geny CGB

Bakteryjne komorki kompetentne Escherichia coli szczepu TGl (Stratagene, Stany
Zjednoczone) poddano procedurze transformacji metoda szoku termicznego wykorzystujac
wektory z wklonowanymi sekwencjami kodujacymi analizowane geny CGB.

Mieszanine komoérek kompetentnych rozmrazano przez 10 minut na lodzie,
anastepnie dodawano do niej 100 ng danego wektora ekspresyjnego. Po uptywie 10 minut
komoérki znajdujace sie w probéwkach typu eppendorf przenoszono do bloku grzejnego
zuprzednio nastawiona temperaturga 42°C. Po dwo6ch minutach komoérki ponownie
umieszczano na lodzie na 10 minut inkubacji, po czym do probéwki dodawano 1 ml pozywki
LB (ABO sp. z o. 0., Polska), niezawierajacej antybiotykéw selekcyjnych. Komérki bakteryjne
hodowano wytrzasajac je w temperaturze 37°C przez 1,5 godziny. Po zakoriczonej inkubacji
komérki odwirowywano przy predkosci 850 rpm przez 3 minuty. Supernatant usuwano,
pozostawiajac okoto 100 pl medium hodowlanego, w ktérym zawieszano osad bakterii.
Calo$¢ przenoszono na uprzednio przygotowana szalke Petriego z pozywka LB z dodatkiem
ampicyliny - 100 pg/ml (BioRad, Stany Zjednoczone) zestalona 1,7% agarem (Becton
Dickinson, Stany Zjednoczone). Hodowle bakterii na podiozu stalym kontynuowano przez

noc w inkubatorze bez wymuszonego obiegu powietrza, w temperaturze wynoszacej 37°C.
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3.2.6. Selekcja i namnazanie konstruktéw kodujacych CGB

W celu namnozenia wektoréw ekspresyjnych kodujacych analizowane geny,
po calonocnej hodowli bakterii na ptytkach Petriego, wyselekcjonowane pojedyncze kolonie
przenoszono do probéwek zawierajacych 5 ml plynnej pozywki LB z antybiotykiem
selekcyjnym (ampicylina 100 pg/ml); (BioRad, Stany Zjednoczone). Catos¢ inkubowano
wytrzasajac w temperaturze 37°C az do czasu uzyskania przez komorki bakteryjne fazy
logarytmicznego wzrostu, mierzonego za pomoca spektrofotometru NanoDrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone). Hodowle bakteryjna wirowano (3500 g,
10 min, 4°C), a osad wykorzystano do izolacji plazmidowego DNA.

W celu uzyskania plazmidowego DNA postuzono sie zestawem do izolacji High Pure
Plasmid Isolation Kit (Roche Diagnostics Polska sp. z o. o., Polska) stosujac procedure
dolaczong przez producenta. Wyizolowany plazmid zostal sprawdzony pod wzgledem
jakodciowym i ilosciowym. Oceny dokonano wykorzystujac spektrofotometr oraz technike
rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym. Obecnoé¢ insertéw potwierdzano
zapomoca ciecia restrykcyjnego enzymami BamHI oraz Hindlll i rozdziatu
elektroforetycznego. Dodatkowo poprawnoé¢ klonowania sprawdzano, poddajac produkty
sekwencjonowaniu w Genomed S. A. (Polska).

Plazmidy z potwierdzong obecnoscig insertu w prawidlowej orientacji postuzyty

do przeprowadzenia transfekcji komoérek linii HeLa oraz Ishikawa.
3.2.7. Hodowla linii komérkowych

3.2.7.1. Zakladanie hodowli

Rozmrozone komérki linii Hela i Ishikawa przenoszono w warunkach
aseptycznych na sterylne szalki Petriego (srednica 100 mm), w ktérych uprzednio zostato
umieszczone medium hodowlane RPMI 1640 (PAN-Biotech GmbH, Niemcy) z dodatkiem
100 U/ml penicyliny (VWR, Stany Zjednoczone), 100 pg/ml streptomycyny (Thermo Fisher
Scientific, Stany Zjednoczone), 2 mmol/l L-glutaminy (VWR, Stany Zjednoczone) i 10%
roztworu surowicy bydlecej - FBS (ang. fetal bovine serum; Biowest, Francja). Komoérki
hodowano w aseptycznych warunkach, w inkubatorze o kontrolowanej temperaturze 37°C,

5% atmosferze CO, i 100% wilgotnosci.
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3.2.7.2. Pasazowanie komorek linii HeLa oraz Ishikawa

Po siedemdziesieciodwugodzinnej hodowli komorki przenoszono na plytki
szesciodotkowe (Srednica 35 mm) zawierajace s$wieze medium hodowlane. W tym celu
komérki przemywano zbuforowanym roztworem soli fizjologicznej bez wapnia i magnezu
iodtrawiano od podioza przy uzyciu 0,05% roztworu trypsyny przez trzy minuty
w temperaturze pokojowej. Po usunieciu roztworu trypsyny komorki zawieszano w trzech
mililitrach $wiezego medium. Uzyskang w ten sposéb zawiesine komérkowa rozdzielano na
szalki Petriego z 2 ml $wiezego medium hodowlanego, w ilosci umozliwiajgcej uzyskanie po
dwudziestu czterech godzinach hodowli konfluentnoéci komérek na poziomie wynoszacym
70%. Przygotowana w ten sposéb hodowle komoérkowa inkubowano przez dwadziescia
cztery godziny w warunkach opisanych powyzej. Tak przygotowane komorki

wykorzystywano do dalszych doswiadczen.

3.2.7.3. Transfekcja linii komérkowych HeLa oraz Ishikawa

Transfekcje komoérek przeprowadzono z wykorzystaniem nosnika liposomalnego
TurboFect™ (Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone).

Procedura transfekcji przeprowadzona zostala zgodnie z instrukcja dotaczong
przez producenta. 2 pg DNA plazmidowego mieszano z 200 ul medium hodowlanego
RPMI 1640, a nastepnie do mieszaniny dodawano 8 pl roztworu Turbofect™.
Tak przygotowana mieszanine inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20 minut,
po czym caloé¢ podawano na plytki z komoérkami. Komérki po przeprowadzonej
transfekcji hodowano w inkubatorze o kontrolowanej temperaturze 37°C, 5% atmosferze
CO21100% wilgotnosci.

Transfekowane komorki poddawano dalszym testom i analizom po 24, 48 i 72

godzinach od momentu transfekgji.
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3.2.8. Izolacja catkowitego RNA

Izolacje catkowitego RNA z komorek linii HelLa oraz Ishikawa prowadzono
z wykorzystaniem odczynnika Tri Pure Isolation Reagent i procedury dostarczonej przez
producenta (Roche Diagnostics Polska sp. z o. 0., Polska). Procedura obejmowata:
— usuniecie medium znad komorek;
— przemycie komoérek roztworem PBS;

— zawieszenie komérek w 1 ml TriPure Isolation Reagent i inkubacje
w temperaturze pokojowej przez 5 minut w celu dysocjacji nukleoprotein;

— dodanie 0,2 ml chloroformu, intensywne wytrzasanie przez 15 sekund oraz
inkubacje przez 3 minuty w temperaturze pokojowej;

— wirowanie préb z przyspieszeniem 12000 g przez 15 minut w temperaturze 4°C;
— przeniesienie odseparowanej gornej wodnej fazy do nowej probowki;

— wytracanie RNA przez podanie do fazy wodnej 0,5 ml alkoholu izopropylowego
i inkubacje w temperaturze pokojowej przez 10 minut;

— wirowanie préb z przyspieszeniem 12000 g przez 10 minut w temperaturze 4°C;
— usuniecie supernatantu i przemycie osadu 1 ml 75% etanolu;
— wirowanie préb z przysépieszeniem 12000 g przez 10 minut w temperaturze 4°C;

— usuniecie alkoholu etylowego i wysuszenie osadu na wolnym powietrzu przez
okoto 10 minut;

— rozpuszczenie RNA w 20 ul wody wolnej od RNaz i inkubacje w temperaturze
60°C przez 10 minut.

Uzyskany w ten sposéb RNA analizowano pod wzgledem iloSciowym
ijakosciowym  wykorzystujac  metode  spektrofotometryczna (Ao,  Aae0/2s0)

i przechowywano w temperaturze -80°C do czasu dalszych analiz.

3.2.9. Synteza cDNA na matrycy calkowitego RNA - odwrotna transkrypcja

Catkowity RNA wyizolowany z komoérek linii HeLa oraz Ishikawa poddano

reakcji odwrotnej transkrypgji, tak jak opisano to w podrozdziale 3.2.3.
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3.2.10. IloSciowa analiza poziomu ekspresji genéw kodujacych CGB oraz genéw

regulujacych proces apoptozy: BAX, BCL2 i BIRC5

cDNA zsyntetyzowane na matrycach RNA wyizolowanego z komoérek HeLa
i Ishikawa wykorzystano w reakcjach qPCR (ang. quantitative polimerase chain reaction),
w ktérych  oceniono poziom ekspresji genéw kodujacych CGB, genéw regulujacych
proces apoptozy: BAX, BCL2 i BIRC5, a takze genu metabolizmu podstawowego HPRT.

Do reakcji qPCR zastosowano specyficzne genowo startery zestawione w tabeli
siodme;.

W przypadku analizy poziomu ekspresji genéw kodujacych podjednostke beta
ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej startery i sonda zostaly zaprojektowane tak aby

umozliwi¢ amplifikacje wszystkich genéw CGB.

Tabela 7. Zestawienie starterow wykorzystywanych do reakcji gPCR

gen sekwencja startera sensowego sekwencja startera antysensowego
C(?)B 5 - TACTGCCCCACCATGACC - 3 5 - CACGGCGTAGGAGACCAC - 3’
B:‘Z\)X 5 - ATGTTTTCTGACGGCAACTTC - 3’ 5 - ATCAGTTCCGGCACCTTG - 3/
Blg)@ 5 - TCTGCTTCAAGGAGCTGGA - 3’ 5 - AAAGTGCTGGTATTACAGGCGTA - 3/
B%Z 5 - TACCTGAACCGGCACCTG - 3’ 5 - GCCGTACAGTTCCACAAAGG - 3’
Hl(’s I)QT 5 - TGAAGAGCTATTGTAATGACCAGTC - 3’ 5 - CAAATCCAACAAAGTCTGGC - 3/
Legenda:

oznaczenie genéw w bazie GenBank®:

(1) - CGB1 (NM_033377.1); CGB2 (NM_033378.1); CGB3 (NM_000737.3); CGB5 (NM_033043.1); CGB7
(NM_033142.1); CGB8 (NM_033183.2),

(2) - izoforma alfa NM_138761.3; izoforma beta NM_004324.3,

(3) - izoforma 1 NM_001168.2; izoforma 2 NM_001012270.1; izoforma 3 NM_001012271.1,

(4) - izoforma alfa NM_000633.2; izoforma beta NM_000657.2,

(5) - NM_000194.2

Do reakcji qPCR wykorzystano specyficzne sondy molekularne (Roche

Diagnostics Polska sp. z o. 0., Polska) przedstawione w tabeli 6sme;j.

Tabela 8. Charakterystyka sond uzytych do reakcji gPCR

gen Sonda numer katalogowy
BAX #57 04688546001
BCL2 #75 04688988001
BIRC5 #36 04687949001

CGB #71 04688945001
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W reakcjach wykorzystano takze gen HPRT kodujacy fosforybozylotransferaze
hipoksantyno-guaninowg, ktéry charakteryzuje sie konstytutywna ekspresja
w komoérkach HelLa i Ishikawa. W tym celu matryce c¢DNA amplifikowano
z zastosowaniem specyficznych genowo starteréw przedstawionych w tabeli siddme;j.

Mieszanine reakcyjng dla iloSciowej oceny wzglednej ekspresji genéw badanych

przedstawiono w tabeli dziewiatej.

Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej qPCR

komponent stezenie poczatkowe stezenie koricowe
cDNA - 2 ul
mieszanina starteréw 10 pmol/pl 5 pmol/pl
sonda 10 pmol/ul 5 pmol/pl
mieszanina Light Cycler Fast Start
TagMan Reaction Mix zawierajaca 10x Ix
polimeraze, dNTPs, MgCl,
HO - dopetnione do objetosci 20 pl

Kapilary z mieszaning reakcyjng umieszczono w rotorze i wirowano w wiréwce
Light Cycler Caraousel Centrifuge 2.0 (Roche Diagnostics Polska sp. z o. o., Polska).
Nastepnie kapilary przenoszono do termocyklera Light Cycler 2.0 i prowadzono reakcje
(Roche Diagnostics Polska sp. z o. 0., Polska). Profil termiczny reakcji gPCR przedstawiono

w tabeli dziesiatej.

Tabela 10. Profil termiczny reakcji qPCR z uzyciem Light Cycler TagMan Master i sond

hydrolizujacych
liczba etap warunki reakcji w poszczegodlnych etapach
cykli
temperatura [°C] czas [s]
preinkubacja 95 600
denaturacja 95 10
hybrydyzacja starteréw z 60 20
45 amplifikacja ~ jednoczesna elongacja
pomiar fluorescencji 72 1
chlodzenie 40 30

3.2.11. Wyznaczanie krzywych wzorcowych i pomiar ekspresji analizowanych genéw

W celu oceny wydajnosci reakcji oraz mozliwosci okreslenia wzglednej ekspresji
analizowanych genéw w badanych prébach, wyznaczono krzywe wzorcowe. W tym
celu wykonano serie rozciericzen cDNA uzyskanych w reakcji odwrotnej transkrypcji
z uniwersalnym starterem oligo(dT)10 z catkowitego RNA wyizolowanego z tozyska.

Rozciericzenia cDNA obejmowaty zakres od 1 do 1:100000. Przygotowane w ten sposéb
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rozcieficzenia matrycy poddano amplifikacji zgodnie z procedura opisang w tabeli
dziesiatej.

Uzyskano wyniki reakcji w postaci krzywych amplifikacji oraz punktéw Cp
(ang. crossing point) — miejsc, w ktérych mozliwa byta detekcja sygnalu fluorescencyjnego.
Wydajnoé¢ rekcji amplifikacji genéow CGB, HPRT, BCL2, BAX i BIRC5 wyznaczono
z wykorzystaniem oprogramowania Light Cylcer Data Analysis Software wersja 4.0.5.415
(Roche Diagnostics Polska sp. z o. 0., Polska).

Uzyskane wyniki pomiaréw fluorescencji analizowanych genéw (GOI - ang. gene
of intrest) przyrownano do uprzednio przygotowanych krzywych wzorcowych.
Pozyskane w ten sposéb wartosci dla GOI odnoszono do poziomu uzyskanego dla genu
referencyjnego. Otrzymane w ten sposéb rezultaty stanowily wzgledne poziomy ekspresji

genow, ktore przedstawiono w postaci wartosci Cr (ang. concentration ratio).

3.2.12. Ocena cyklu komérkowego z zastosowaniem cytometrii przeplywowe;j

Do oceny cyklu zyciowego komoérek linii HelLa oraz Ishikawa zastosowano
technike cytometrii przeplywowe;.

Komorki transfekowane jak i nietransfekowane konstruktami CGB odtrawiono
od podloza roztworem 0,05% trypsyny (Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone),
a nastepnie wirowano przez 5 minut w 4°C przy 3000 g. Kolejnym etapem bylo
dwukrotne przeplukanie osadu komoérkowego roztworem zimnego PBS (Avantor,
Polska) i zawieszenie osadu w 1 ml 70% alkoholu etylowego w celu utrwalenia. Komoérki
inkubowano nastepnie w temperaturze 4°C przez 24 godziny. Po tym czasie komorki
wirowano, supernatant usuwano, a osad komérkowy zawieszono w 0,5 ml PBS. W celu
zdegradowania RNA do roztworu podawano RNaze A (100 pg/ml; Sigma Aldrich, Stany
Zjednoczone) i calos¢ inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
W kolejnym kroku komoérki ponownie wirowano, po czym usuwano supernatant, a osad
komoérkowy zawieszono w roztworze jodku propidyny w PBS (50 ng/ml; Sigma Aldrich,
Stany Zjednoczone). W celu wybarwienia DNA komoérki inkubowano w temperaturze
4°C przez godzine.

Cykl zyciowy komorek oceniano przy wykorzystaniu cytometru przeplywowego
BD FACSAria III (Becton Dickinson, Stany Zjednoczone). Udzial procentowy
poszczegdlnych faz cyklu komoérkowego: apoptozy, GO/G1l, S, G2/M wyznaczano
w grupie nie mniejszej niz 20000 komoérek z uzyciem oprogramowania BD Cell

Quest™Pro Wer. 5.2.1 (Becton Dickinson, Stany Zjednoczone).
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3.2.13. Ocena proliferacji komérek z zastosowaniem bromodeoksyurydyny (BrdU)

Do analizy proliferacji komérek zastosowano metode oparta na inkorporacji
analogu tyminy (bromodeoksyurydyny, BrdU) do DNA replikujagcych komorek.
Po siedemdziesieciu dwéch godzinach od rozpoczecia eksperymentu, komérki kontrolne,
nietransfekowane jak i te transfekowane konstruktami CGB zostaly poddane
czterogodzinnej inkubacji z 50 pM BrdU (Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone). Po tym
czasie medium znad komoérek usuwano, za$ same komoérki przemywano trzykrotnie
przez 10 minut w roztworze pluczacym (50 mM NaCl i 100 mM TRIS w PBS; Avantor,
Polska). W dalszej kolejnoéci komorki inkubowano z 1N roztworem kwasu solnego
(Avantor, Polska) przez 20 minut, w temperaturze pokojowej, a nastepnie przez kolejne
20 minut w 37°C. Po tym czasie komoérki przeptukano dwukrotnie (przez 10 minut)
w 0,IM buforze boranowym, w temperaturze pokojowej oraz trzykrotnie (po 5 minut),
w roztworze PBS zawierajacym 0,15% Triton X-100 (Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone).
Nastepnie komoérki inkubowano przez godzine w temperaturze pokojowej w buforze
blokujacym (PBS; 0,15% Triton X-100; 1M glicyna; 5% BSA; Avantor, Polska), po czym
poddano je calonocnej inkubacji w 4°C =z pierwszorzedowymi monoklonalnymi
przeciwciatami  kréliczymi  anty-BrdU  (Sigma Aldrich, Stany  Zjednoczone),
rozcieficzonymi w stosunku 1:100 w buforze blokujacym. Kolejnego dnia komoérki
przemyto trzykrotne po 10 minut w roztworze ptuczacym (50 mM NaCl i 100 mM TRIS w
PBS) w celu usuniecia niezwiazanych przeciwcial. Nastepnie prowadzono inkubacje
przez godzine w ciemnosci, w temperaturze pokojowej z drugorzedowymi
przeciwciatami anty-kroliczymi skoniugowanymi z barwnikiem ksantenowym FITC (ang.
fluorescein isothiocyanate; Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone), rozcieficzonymi w stosunku
1:50 w buforze blokujacym. W kolejnym kroku komérki w celu usuniecia niezwigzanych
przeciwcial przemyto trzykrotne po 10 minut w roztworze pluczacym (50 mM NaCl i 100
mM TRIS w PBS). Nastepnie komoérki pozostawiono w roztworze PBS i analizowano
wykorzystujac mikroskop konfokalny LSM 710 (Carl Zeiss AG, Niemcy) wyposazony
w obiektywy Plan-Neofluar oraz filtry: DAPI (F-set 49), GFP (F-set 10), Rhodamine/Texas
Red (F-set 20). Jednorazowo oceniano nie mniej niz 2000 komoérek. Byly to wszystkie
komoérki znajdujace si¢ w danym polu widzenia, w tym komoérki wykazujace
fluorescencje w $wietle UV. Ich wzajemny stosunek pozwolil na oszacowanie odsetka
proliferujacych komoérek. Do wykonania zdje¢ oraz pomiaréw wykorzystano

oprogramowanie ZEN - Imaging Software (Carl Zeiss AG, Niemcy).
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3.2.14. Ocena proliferacji komoérek w czasie rzeczywistym

Do oceny proliferacji linii komérkowych Hela oraz Ishikawa wykorzystano
system xCELLigence® RTCA DP (Roche Diagnostics Polska sp. z o. o., Polska)
umozliwiajacy ocene proliferacji w czasie rzeczywistym. Po dwudziestu czterech
godzinach od przeprowadzonej transfekcji komorki odtrawiono trypsyna (0,05%; Thermo
Fisher Scientific, Stany Zjednoczone), zawieszono w 1 ml medium hodowlanego i zebrano
do 1,5 ml probéwek typu eppendorf. Nastepnie zliczano je z wykorzystaniem
automatycznego licznika komoérek TC20 (BioRad, Stany Zjednoczone), zgodnie
z instrukcja dofaczona przez producenta. Po uzyskaniu danych dotyczacych liczby
komérek znajdujacych si¢ w zawiesinie ptynu hodowlanego przenoszono je na specjalne
plytki (E-plate) systemu xCELLigence® RTCA DP. Do kazdego dotka plytki E-plate
nakladano 160 pl w pelni suplementowanego medium hodowlanego, nastepnie
aplikowano 10 000 komoérek i dopetniano pltynem hodowlanym do koricowej objetosci
200 pl. Przygotowana w ten sposoéb plytka wkiadana byla do urzadzenia umieszczonego
w inkubatorze na kolejne 72 godziny. Podczas inkubacji mierzona byla wartosc¢
impedancji przeptywu elektronéw spowodowana przez wzrastajace komorki adherentne.
Wartoé¢ ta opisywana jest przy uzyciu parametru (bez standardowych jednostek)
o nazwie indeks komérkowy (CI), gdzie CI jest ilorazem impedancji w punkcie czasowym n
(impedancja przy braku komoérek) do nominalnej wartosci impedancji. Podczas przebiegu
calosci testu proliferacji wyniki przyrostu parametru CI byly wyswietlane na monitorze
komputera dla kazdego z badanych konstruktéw genowych. Kontrole stanowity komoérki

nietransfekowane.

3.2.15. Ocena inwazyjnosci komoérek w czasie rzeczywistym

Potencjat inwazyjny komorek oceniano z zastosowaniem systemu xCELLigence®
RTCA DP (Roche Diagnostics Polska sp. z o. o., Polska), ktéry umozliwia ocene ich
migracji przez polprzepuszczalng blone w czasie rzeczywistym. Po czterdziestu o$miu
godzinach od przeprowadzonej transfekcji komoérki odtrawione trypsyna (0,05%; Thermo
Fisher Scientific, Stany Zjednoczone) zawieszono w 1 ml medium hodowlanego i zbierano
do 1,5 ml probéwek typu eppendorf. Nastepnie zliczano je z wykorzystaniem
automatycznego licznika komoérek TC20 (BioRad, Stany Zjednoczone) zgodnie
z instrukcja dolaczona przez producenta. Po uzyskaniu danych dotyczacych liczby
komoérek w zawiesinie przystepowano do pracy ze specjalnie dedykowanymi analizie

inwazyjnosci w systemie xCELLigence® RTCA DP ptytkami CIM-plate. Do kazdego

33
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dotka dolnej komory plytki CIM-plate podawano 160 ul w pelni suplementowanego
medium hodowlanego, nastepnie dokladano gérna komore ptytki. Dolna powierzchnia
gornej komory sklada sie¢ z mikroporowatej membrany, przez ktéra moga migrowac
komorki. Ztote elektrody na dolnej stronie membrany wykrywaja obecnos¢ adherentnych
komoérek i rejestruja sygnal przeksztalcajgc go nastepnie na sygnal elektroniczny
odnotowywany przez oprogramowanie XCELLigence. Do goérnej komory CIM-plate
aplikowano 20 000 komorek i dopelniano niesuplementowanym ptynem hodowlanym do
koricowej objetosci 200 ul. Przygotowana w ten sposob ptytke instalowano w urzadzeniu
znajdujacym sie w inkubatorze na 24 godziny. W tescie mierzona byla warto$¢ impedancji
przeptywu elektronéw wywolana przez komorki, ktére pokonaly bariere membrany
o grubosci 8 um, a nastepnie osiadaty na dnie dolnej komory. Opisany w podrozdziale
3.2.14 indeks komorkowy byl analizowany dla kazdego z badanych konstruktéw

genowych; kontrole stanowily komorki nietransfekowane.

3.2.16. Izolacja bialek

Po siedemdziesieciu dwéch godzinach hodowli komérkowej plytki z komorkami
umieszczano na lodzie, medium usuwano, a komérki przemywano 500 pl zimnego
roztworu PBS (Avantor, Polska). Nastepnie, w obecnoéci 1 ml §wiezego, zimnego PBS
komoérki zbierano z plytek hodowlanych i przenoszono do probéwek typu eppendorf.
Zawiesine komorek wirowano z predkoscia 1500 rpm przez 5 minut w temperaturze
pokojowej, nastepnie supernatant usuwano, a do osadu dodawano 100 pl roztworu PBS
(Avantor, Polska) z dodatkiem 10% buforu RIPA (Abcam, Wielka Brytania) i 10%
inhibitora proteaz (Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone). Catoé¢ wytrzasano przez 15 minut
w temperaturze 4°C, a nastepnie wirowano z przyspieszeniem 14000 g przez 15 minut
w temperaturze 4°C. Uzyskany supernatant zawierajacy biatka przenoszono do nowych
probowek. Stezenie bialek w uzyskanym ekstrakcie biatkowym mierzono metoda
Bradforda, wykorzystujac odczynnik Quick Start Bradford Dye Reagent (BioRad, Stany
Zjednoczone) wedlug protokotu producenta. Proby przechowywano w temperaturze

-80°C do czasu dalszych analiz.

3.2.17. Elektroforeza biatlek w zelu poliakrylamidowym

Izolaty biatlkowe poddawano rozdzialowi elektroforetycznemu w zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych; charakterystyke zelu podano w tabeli

jedenastej. Biatkowe proby (30 pg) przed nalozeniem na zel, mieszano z buforem
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obcigzajacym (Laemmli; Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone) w prébéwce typu eppendorf
i nastepnie w celu denaturacji inkubowano przez 10 minut w bloku grzejnym
w temperaturze 95°C. Rozdziatl elektroforetyczny prowadzono w buforze glicynowym
o sktadzie: 0,25 M Tris (pH 8,3); 1,92 M glicyna oraz 1% SDS (Avantor, Polska) przez 90
minut przy napieciu 130 V przy uzyciu zestawu Mini-PROTEAN (BioRad, Stany

Zjednoczone).

Tabela 11. Charakterystyka skladnikéw uzytych do przygotowania zelu poliakrylamidowego
stosowanego podczas procedury western blot

komponent zel zageszczajacy zel rozdzielajacy

mieszanina akrylamidu (39%) i bisakrylamidu (1%)

(Lab Empire, Polska) 1,3 ml 6ml
bufor do zelu zageszczajacego 25 ml
(0,5 M Tris/HCI; pH 6,8) 7 m -
(Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone)
bufor do zelu rozdzielajacego 5 ml
(1,5 M Tris/HCI; pH 8,8) : o
(Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone)
10% siarczan dodecylu sodu
(Lab Empire, Polska) 100 ul 200 ul
woda destylowana 6.0 ml 87 ml
10% nadsiarczan amonu
(Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone) S0ul 100 ul
N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina 10 1 10 4l

(Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone)

3.2.18. Elektrotransfer i immunodetekcja bialtek

Po zakorniczonej elektroforezie biatka przenoszono na zaktywowana metanolem
membrane PVDEF (polifluorkuwinylidenu); (Merck Millipore, Stany Zjednoczone)
o wielkosci poréw 0,45 pm. W tym celu wykorzystano metode mokrego elektrotransferu
w buforze glicynowym z dodatkiem 20% metanolu (Avantor, Polska), prowadzong przez
90 minut przy natezeniu pradu 350 mA. Po zakoriczonym elektrotransferze membrane
PVDF barwiono, przez 5 minut w temperaturze pokojowej buforem Ponceau S (Sigma
Aldrich, Stany Zjednoczone) w celu uwidocznienia poszczegolnych frakcji biatek i oceny
wydajnosci elektrotransferu. Po wybarwieniu biatek bufor zlewano, za$ blone PVDF
przemywano trzykrotnie woda dejonizowang. Nastepnie inkubowano ja przez godzine
w buforze blokujacym (Blocking Buffer; Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone) w
temperaturze pokojowej, na mieszadle horyzontalnym. Po tym czasie blone poddawano
calonocnej inkubacji w temperaturze 4°C z odpowiednimi przeciwciatami
pierwszorzedowymi rozcieiczonymi do zwalidowanego stezenia w buforze blokujacym

(Tabela 12.).



Materiaty i metody | 36

W kolejnym dniu bufor wraz z przeciwcialami usuwano za$ membrane
przemywano trzykrotne przez 10 minut w roztworze pluczacym TBS-T (0,1%, Tween-20;
24% Tris/HCl; 8% NaCl; Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone). W nastepnym kroku
membrane inkubowano przez godzineg w temperaturze pokojowej z przeciwciatami
drugorzedowymi sprzezonymi z peroksydaza chrzanowa w odpowiednim rozcieficzeniu,
rowniez w buforze blokujacym (Tabela 12.). Po tym czasie bufor wraz z przeciwciatami
usuwano, a membrane przemywano trzykrotne przez 10 minut w roztworze pluczacym
TBS-T. Po ostatnim ptukaniu membrane osuszano na reczniku papierowym
i umieszczano na sztywnej folii. Na tak przygotowana blone podawano 2 ml mieszaniny
substratu dla peroksydazy chrzanowej (Clarity ECL; Biorad, Stany Zjednoczone),
a nastepnie przykrywano sztywna folig. Do detekcji sygnalu chemiluminescencji uzyto
systemu G:BOX (Syngene, Wielka Brytania), ktéry zaprogramowany w tryb
dynamicznego odczytywania sygnaléw zapisywat serie zdjec.

Charakterystyke stosowanych przeciwcial przedstawiono w tabeli dwunastej.

Tabela 12. Charakterystyka stosowanych przeciwciat podczas detekcji biatek

rzeciwciato masa czasteczkowa stezenie/ pochodzenie/ producent
P analizowanego biatka P P
1:500
alrltzy'ggvgf 23 kDa poliklonalne kroélicze anty-hCGp
Lrzedowe Agilent Dako, Stany Zjednoczone
g Y L]
1:1000
anty-BAX 71 kDa poliklonalne krolicze anty-BAX
Irzedowe (Abcam, Wielka Brytania)
1:1000
anty-BCL-2 poliklonalne krélicze anty-BCL2
26 kDa
Lrzedowe Santa Cruz Biotechnology, Stany Zjednoczone
8y W 4]
1:1000
anty-surwiwina 16 kDa poliklonalne krélicze anty-surwiwina
Irzedowe (Abcam, Wielka Brytania)
1:1000
anty-GAPDH 36 kDa poliklonalne krélicze anty-GAPDH
Irzedowe Santa Cruz Biotechnology, Stany Zjednoczone
8y W 4]
1:2000
poliklonalne kozie antykrélicze
I rzedowe - sprzezone z peroksydaza chrzanowa

(Santa Cruz Biotechnology, Stany Zjednoczone)

3.2.19. Barwienie fluorescencyjne komérek z zastosowaniem barwnikéw Hoechst 33342
i jodku propidyny
Zmiany morfologiczne charakteryzujace proces apoptozy, do ktorych zalicza
sie miedzy innymi kondensacje i fragmentacje chromatyny w komoérkach, oceniono
stosujac mieszanine barwnikéw fluorescencyjnych - bisbenzymidu (Hoechst 33342)

oraz jodku propidyny.
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W celu oceny liczby komoérek apoptotycznych, nekrotycznych oraz komorek
niezmienionych zastosowano mieszanine wyzej wymienionych barwnikow.

Barwniki te rézni mozliwo$¢ penetracji przez blone komoérkowa. Odczynnik
Hoechst 33342 jest w stanie przenika¢ przez nieprzerwane btony komoérkowe, barwiac
jadro na kolor niebieski, z kolei jodek propidyny penetruje do wnetrza komorek
pozbawionych integralnoéci blony komoérkowej i barwi jadra na kolor czerwony. Komoérki
transfekowane analizowanymi konstruktami wybarwiano mieszaning zawierajacg
Hoechst 33342 (0,1 pg/ml, Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone) i jodek propidyny
(0,125 pg/ml, Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone). Barwienie umozliwilo ocene
kondensacji i/lub fragmentacji chromatyny jadrowej, $wiadczacych o zachodzacym
procesie apoptozy (wybarwienie jadra na kolor niebieski) oraz pozbawienia ciaglosci
blony komoérkowej w procesie nekrozy i/lub pdéznej apoptozy (wybarwienie jadra na
kolor czerwony). Proces apoptozy w komoérkach transfekowanych oraz kontrolnych
analizowano wykorzystujac mikroskop konfokalny LSM 710 (Carl Zeiss AG, Niemcy)
wyposazony w obiektywy Plan-Neofluar oraz filtry: DAPI (F-set 49), GFP (F-set 10),
Rhodamine/Texas Red (F-set 20). Jednorazowo oceniano nie mniej niz 2000 komoérek.
Byly to zaréwno komorki wykazujace fluorescencje w Swietle UV, jak iwszystkie
komoérki widzialne w danym polu. Ich wzajemny stosunek pozwolil na oszacowanie
odsetka komoérek apoptotycznych inekrotycznych. Do wykonania zdje¢ oraz pomiaréw

wykorzystano oprogramowanie ZEN - Imaging Software (Carl Zeiss AG, Niemcy).

3.2.20. Indukcja programowanej S$mierci w komérkach linii HeLa oraz Ishikawa

Aby oceni¢ wplyw nadekspresji hCGp w komoérkach HeLa i Ishikawa na ich
odporno$¢ na apoptoze, w komoérkach uprzednio poddanych transfekcji indukowano
proces apoptozy poprzez ich eskpozycje na zwigzek PK 11195 (1-(2-chlorofenylo)-N-
Metylo-N-(1-metylpropyl)-3-izochinolinokarboksamid; Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone).
Za ceche charakterystyczna tego zwiazku uznaje sie jego zdolnos¢ do selektywnego
wigzania z obwodowym receptorem benzodiazepinowym, opisywanym w nomenklaturze
jako biatko translokatora 18kDa (TSPO, ang. translocator protein). Specyficzne ligandy
(w tym PK 11195) obwodowego receptora benzodiazepinowego (PBR) indukuja apoptoze
w komoérkach nowotworowych, ktéra zwigzana jest z mitochondrialnym szlakiem $mierci
komorki®.

W pierwszym etapie eksperymentéw dokonano selekcji stezert zwigzku PK 11195.

Zgodnie z danymi literaturowymi, poczatkowo testowane stezenia miescity sie w zakresie
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10 - 100 pM. Do eksperymentéw z wykorzystaniem komoérek transfekowanych
konstruktami CGB, ze wzgledu na najwyzszy (okolo 50%) odsetek apoptozy, przy
jednoczesnym niskim (okoto 5%) odsetku komérek nekrotycznych, zastosowano stezenie
100 pM.

Zwiazek w stezeniu wynoszacym 100 pM aplikowano do medium hodowlanego
w 48 godzinie od przeprowadzonej reakcji transfekcji. Po uptywie 24 godzin
w komoérkach transfekowanych jak i kontrolnych niepoddanych transfekcji oceniano
zmiany morfologiczne charakteryzujace proces apoptozy. W tym celu komoérki barwiono
stosujac mieszanine barwnikéw fluorescencyjnych - bisbenzymid (Hoechst 33342) oraz

jodek propidyny zgodnie z protokotem opisanym w podrozdziale 3.2.19.

3.2.21. Analizy statystyczne

Analizy statystyczne otrzymanych w pracy w wynikéw wykonano w programie
Statistica wersja 13.3 (StatSoft, Dell Inc). Zgodnos$¢ rozkladu zmiennych iloSciowych
zrozkladem parametrycznym sprawdzano testem W Shapiro-Wilka. W przypadku
zgodnoéci z rozkladem parametrycznym, réznice pomiedzy dwiema grupami
analizowane byly testem t-Studenta oraz testem z niezalezna estymacja warianciji.
W analizie wiekszej liczby grup zastosowano testy ANOVA i F-Welcha z testami post hoc
Tuckeya oraz Dunnetta. W poréwnaniach wielokrotnych stosowano klasyczna poprawke
Bonferroniego. W przypadku braku zgodnosci z rozkladem parametrycznym, dla dwoéch
grup stosowano test U-Manna-Whitney’a, natomiast dla wigkszej liczby grup test
Kruskala-Wallisa z testem post hoc Dunna (test wielokrotnych poréwnan érednich rang).
Dystrybuanta i funkcja gestosci rozkladu zmiennej losowej ciaglej zostala uzyta dla
okredlenia réznic miedzy grupami w przypadku analizy danych pochodzacych
z cytometru przeptywowego.

Podczas opisu wynikéw dla testéw nieparametrycznych stosowano mediane (Me),
natomiast dla testéw parametrycznych srednia (M) *+ odchylenie standardowe (S).
Zapoziom istotnodci statystycznej przyjeto a = 5%. W pracy zastosowano

oznaczenia: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.



4. Wyniki

W celu wykazania aktywnosci genéw CGB1 i CGB2 w rakach szyjki macicy
i endometrium przeprowadzono analize in silico poziomu transkryptéw tych genéw
wykorzystujagc wyniki zdeponowane w bazach TCGA.

Oceny wplywu wybranych wariantéw genéw kodujacych podjednostke beta
ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej: CGB1 i CGB2 na komoérki nowotworowe
dokonano w doswiadczalnym modelu in vitro, wykorzystujac linie komoérkowe raka
gruczotlowego endometrium (Ishikawa) oraz raka szyjki macicy (HeLa). Poniewaz poziom
ekspresji poszczegdlnych genéw CGB, opisanych dotychczas w literaturze przedmiotu,
nie jest jednakowy, jako kontrole, ze wzgledu na najsilniejszg aktywnos¢ transkrypcyjna,
do badant wiaczono gen CGB5%%. Wszystkie prezentowane w pracy wyniki stanowia

wartosci pochodzace z minimum trzech niezaleznych eksperymentéw.

4.1. Ocena poziomow transkryptow gendéw CGB1, CGB2 i CGB5 w rakach
szyjki macicy i endometrium na podstawie wynikéw zdeponowanych
w bazach TCGA
W celu oceny pozioméw transkryptéw genéw CGBI1, CGB2, CGB5 w tkankach
raka szyjki macicy i raka endometrium, a takze w tkankach szyjki macicy i endometrium
niezmienionych nowotworowo postuzono sie¢ danymi zgromadzonymi w bazie TCGA -
UALCANS®8. Roznice w wartoéciach TPM (ang. transcripts per milion), uzyskanych przez
normalizacje, wyrazona jako odsetek ilosci czastek analizowanego genu/transkryptu na
kazde milion czasteczek RNA w prébie pomiedzy tkankami zmienionymi nowotworowo
oraz niezmienionymi nowotworowo byly analizowane 2z wykorzystaniem testu
t-Studenta z niezalezng estymacja wariancji. W opisie wynikéw postuzono sie wartoscia
mediany.

4.1.1. Ocena poziomow transkryptéw genéw CGB1, CGB2 oraz CGB5 w tkankach raka
szyjki macicy oraz w tkankach szyjki macicy niezmienionych nowotworowo

Przeprowadzone analizy wykazaly brak obecnoéci transkryptow CGB1
w tkankach szyjki macicy niezmienionych nowotworowo; wartos¢ TPM w tkankach
zmienionych nowotworowo oraz niezmienionych nowotworowo nie réznifa sie istotnie

miedzy analizowanymi grupami (Me =0); (Rycina 4.).
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Rycina 4. Poziom ekspresji genu CGB1 wyrazony w liczbie transkryptéw na milion [TPM] w tkankach raka
szyjki macicy oraz w tkankach szyjki macicy niezmienionych nowotworowo. Liniami
przerywanymi oznaczono zakres pomiedzy najwieksza i najmniejsza wartoscig badanej zmienne;j.

Analizy ekspresji genu CGB2 wykazaly obecnos¢ jego transkryptéw w tkankach
raka szyjki macicy (Me = 0,295). Jednocze$nie aktywnosci genu nie odnotowano

w tkankach niezmienionych nowotworowo (Me = 0). Nie wykazano jednak istotnej

réznicy miedzy badanymi grupami (Rycina 5.).

liczba kopii transkryptu CGB2 [TPM]
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Rycina 5. Poziom ekspresji genu CGB2 wyrazony w liczbie transkryptéw na milion [TPM] w tkankach raka
szyjki macicy oraz w tkankach szyjki macicy niezmienionych nowotworowo. Dlugosc¢
zacieniowanego prostokata reprezentuje rozstep miedzykwartylowy, zas linia umieszczona
wewnatrz wyznacza wartoé¢ mediany. Liniami przerywanymi oznaczono zakres pomiedzy
najwieksza i najmniejsza wartoscia badanej zmiennej.

Dalsze analizy ujawnily, ze zaréwno tkanki raka szyjki macicy jak i tkanki szyjki
macicy niezmienione nowotworowo cechuje obecnos¢ transkryptow CGB5. Jednak
w przypadku tkanek patologicznie zmienionych liczba kopii transkryptu CGB5 byla
istotnie statystycznie wyzsza od tej odnotowanej dla tkanek niezmienionych

nowotworowo (Me = (0,288 vs Me = 0,107; p <0,0001); (Rycina 6.).
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Rycina 6. Poziom ekspresji genu CGB5 wyrazony w liczbie transkryptéw na milion [TPM] w tkankach raka
szyjki macicy oraz w tkankach szyjki macicy niezmienionych nowotworowo. Dlugosé
zacieniowanego prostokata reprezentuje rozstep miedzykwartylowy, za$ linia umieszczona
wewnatrz wyznacza warto§¢ mediany. Liniami przerywanymi oznaczono zakres pomiedzy
najwieksza i najmniejsza wartoscig badanej zmiennej. Oznaczenie istotnosci réznic: *** p<0,001.

4.1.2. Ocena poziomow transkryptéw gené6w CGB1, CGB2 oraz CGB5 w tkankach raka
endometrium oraz w tkankach endometrium niezmienionych nowotworowo

W przypadku analizy genu CGB1 obecno$¢ jego transkryptu stwierdzono
w tkankach raka endometrium (Me = 0,19). Z kolei tkanki endometrium niezmienione
nowotworowo charakteryzowaly sie brakiem obecnosci mRNA CGB1 (Me= 0).
Analizowane grupy tkanek réznity sie istotnie pod wzgledem wartosci TPM dla tego
genu (p <0,0001); (Rycina 7.).

liczba kopii transkryptu CGB1 [TPM]

tkanka zdrowa rak endometrium

Rycina 7. Poziom ekspresji genu CGB1 wyrazony w liczbie transkryptéw na milion [TPM] w tkankach raka
endometrium oraz w tkankach endometrium niezmienionych nowotworowo. Dlugosé
zacieniowanego prostokata reprezentuje rozstep miedzykwartylowy, za$ linia umieszczona
wewnatrz wyznacza warto§¢ mediany. Liniami przerywanymi oznaczono zakres pomiedzy
najwieksza i najmniejsza wartoécig badanej zmiennej. Oznaczenie istotnoéci réznic: *** p<0,001.

Z kolei analizy liczby kopii transkryptéow genu CGB2 dowiodly, ze jego poziomu
ekspresji jest wyzszy w tkankach raka endometrium (Me = 0447) niz w tkankach
zdrowych (Me = 0). Wartosci TPM r6znily sie istotnie miedzy omawianymi grupami

tkanek (p <0,0001); (Rycina 8.).
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Rycina 8. Poziom ekspresji genu CGB2 wyrazony w liczbie transkryptéw na milion [TPM] w tkankach raka
endometrium oraz w tkankach endometrium niezmienionych nowotworowo. Dlugosé
zacieniowanego prostokata reprezentuje rozstep miedzykwartylowy, za$ linia umieszczona
wewnatrz wyznacza warto§¢ mediany. Liniami przerywanymi oznaczono zakres pomiedzy
najwieksza i najmniejsza wartoscig badanej zmiennej. Oznaczenie istotnosci réznic: *** p<0,001.

Dalsze analizy in silico wykazaly, iz podobnie jak w przypadku CGB1 i CGB2
liczba kopii transkryptu CGB5 byla wyzsza w tkance nowotworowej (Me = 0,416) niz
w tkance zdrowego endometrium (Me = 0). Wartosci mediany liczby kopii transkryptéw

CGBb5 réznita sie istotnie miedzy omawianymi grupami tkanek (p <0,0001); (Rycina 9.).

liczba kopii transkryptu CGB5 [TPM]

tkanka zdrowa rak endometrium

Rycina 9. Poziom ekspresji genu CGB5 wyrazony w liczbie transkryptéw na milion [TPM] w tkankach raka
endometrium oraz w tkankach endometrium niezmienionych nowotworowo. Dlugosé
zacieniowanego prostokata reprezentuje rozstep miedzykwartylowy, zas linia umieszczona
wewnatrz wyznacza warto$¢ mediany. Liniami przerywanymi oznaczono zakres pomiedzy
najwiekszg i najmniejszg wartoécig badanej zmiennej. Oznaczenie istotnosci réznic: *** p<0,001.
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4.2. Ocena poziomu transkryptow oraz biatkka hCGP w liniach
komérkowych HeLa i Ishikawa transfekowanych konstruktami
kodujacymi podjednostke beta ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej

W celu okre$lenia poziomu transkryptéw i biatka genéw CGB, w ustalonych
liniach komoérkowych transfekowanych poszczegélnymi konstruktami kodujacymi hCGp3
postuzono sie odpowiednio reakcja qPCR i technika western blot.

W przypadku analizy poziomu ekspresji genéw kodujacych podjednostke beta
ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej startery i sonda zostaly zaprojektowane tak aby
umozliwi¢ amplifikacje wszystkich genéw CGB.

Wzgledny poziom ekspresji genéw kodujacych CGB oceniano po 72 godzinach od
momentu transfekcji komoérek. Poziom ekspresji CGB w komoérkach transfekowanych
okredlonymi konstruktami odnoszono do poziomu CGB w nietransfekowanych
komérkach kontrolnych.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze transfekcja linii komérkowej Hela
wszystkimi przygotowanymi konstruktami, tj. CGB 1.1 i CGB 1.2., CGB 2.1 i CGB 2.2 oraz
CGB 5 skutkowata nadekspresja hCGp na poziomie mRNA.

Na podstawie wynikéw testu Kruskala-Wallisa stwierdzono wystepowanie
istotnych réznic w poziomie ekspresji pomiedzy analizowanymi konstruktami (p <0,0001).
Najwyzszy poziom ekspresji CGB (najwyzsza wartos¢ Cr) zaobserwowano w przypadku
transfekcji komorek HelLa konstruktem CGB 21 (M=3,625). Najnizszy poziom
nadekspresji genéw CGB na poziomie mRNA uzyskano dla konstruktu CGB 1.1
(M=03%), jednak poziom CGB w transfektantach w przypadku uzycia tego konstruktu
byl istotnie wyzszy niz w prébach kontrolnych (p = 0,0013). Réwniez w przypadku
pozostalych konstruktéw wykazano znacznie wyzszy poziom ekspresji CGB
w poréwnaniu z kontrolg (p < 0,0001). Wystepowanie réznic w ekspresji pomiedzy
poszczegdlnymi konstruktami okreslono za pomoca testu post hoc Dunna. Na tej
podstawie stwierdzono istotne réznice we wzglednym poziomie ekspresji w przypadku
zastosowania konstruktéow CGB 1.1 vs CGB 2.1 (Me = 039% wvs Me=3,625 p=0,026);
(Rycina 10.).
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Rycina 10. Wzgledny poziom ekspresji genéw CGB, przyréwnany do poziomu ekspresji genu referencyjnego
HPRT oraz znormalizowany wzgledem krzywych wzorcowych, w komoérkach linii Hela
transfekowanych konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5. Kontrole stanowity
komorki niepoddane transfekgji. Linie ciagle nad wykresami ramka-wasy wskazuja na réznice w
poziomie ekspresji CGB pomiedzy konstruktami uzytymi podczas transfekcji. Linie przerywane
pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy konstruktami a kontrola.
Uzyte oznaczenia istotnoéci réznic: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Nadekspresje hCGp w transfekowanych komoérkach Hela potwierdzita takze
analiza iloéci biatka metodaq western blot wraz z ocena densytometryczna. Zastosowany
test ANOVA dla wynikéw pomiaréow

jednoczynnikowej analizy = wariancji

densytometrycznych pozioméw biatek, = normalizowanych wzgledem pozioméw
ekspresji referencyjnego biatka GAPDH, wskazal na wystepowanie réznic pomiedzy
poszczegdlnymi konstruktami, w poréwnaniu do komérek kontrolnych (M = 0,034 + 0,011).
Najwyzszy poziom hCGP cechowal komoérki transfekowane konstruktem CGB 5
(M=1,09 =+ 0,041; p< 0,0001). Podobnie wysokie wyniki pomiaréw uzyskano analizujac
proby poddane transfekcji konstruktami CGB 1.1 (M = 0,938 + 0,037, p < 0,0001) oraz
CGB21 M = 1,002 £ 0,019, p < 00001). Zdecydowanie nizsze wartosci otrzymano
w przypadku transfekcji komorek linii Hela konstruktem CGB 2.2 (M = 0,086 + 0,011;
p=0014). Jedynie w przypadku zastosowania konstruktu CGB 1.2 réznice wzgledem
komoérek nietransfekowanych nie r6znity sie istotnie (M = 0,066 + 0,011; p =0,2); (Rycina 11.
i12.).

44



Wyniki | 45

T

hC(“B -, o e

K CGB1l1l CGBl12 CGBE21 CGB22 CGBS

(€71 :J0) o Q p———_ i

Rycina 11. Reprezentatywny wynik detekcji bialek hCGB oraz GAPDH uzyskany metoda western blot
z izolatéw linii komérkowej HeLa siedemdziesigt dwie godziny od momentu transfekcji. CGB 1.1,
CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty komérkowe z komoérek poddanych transfekeji
z uzyciem wybranego konstruktu. K - komérki kontrolne, nietransfekowane.
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Rycina 12. Wzgledny poziom ekspresji biatka hCGp oznaczony densytometrycznie w izolatach komérkowych
linii HeLa, znormalizowany wobec biatka referencyjnego GAPDH. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1,
CGB 2.2, CGB 5 - izolaty komérkowe z komérek poddawanych transfekeji z uzyciem wybranego
konstruktu. Kontrole stanowity komorki nietransfekowane. Linie cigglte nad wykresami ramka-
wasy wskazuja na réznice w poziomie biatka hCGP pomiedzy konstruktami uzytymi podczas
transfekcji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy
konstruktami a kontrola. Uzyte oznaczenia istotnosci réznic: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Poziomy ekspresji hCGB w komoérkach transfekowanych analizowanymi
konstruktami dodatkowo poréwnano stosujac test post hoc Tukeya. Wyniki tych analiz
wykazaly, iz zastosowanie konstruktéow CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2 oraz CGB 5
wplywa istotnie na poziom biatka hCGp (Tabela 13.).
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Tabela 13. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspresji biatkka hCGP oznaczonych
w izolatach komoérkowych linii HeLa, znormalizowanych wobec biatka referencyjnego GAPDH.
CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty bialkowe z komoérek poddawanych
transfekcji z uzyciem wybranego konstruktu

konstrukty M, S P
CGB1.1 vs CGB1.2 0,938 + 0,037 vs 0,066 + 0,011 0,0001
CGB1.1 vs CGB21 0,938 + 0,037 vs 1,002 + 0,019 0,006
CGB1.1 vs CGB22 0,938 + 0,037 vs 0,086 + 0,011 0,0001
CGB1.1 vs CGB5 0,938 + 0,037 vs 1,096 + 0,041 0,0001
CGB1.2 vs CGB 21 0,066 + 0,011 vs 1,002 + 0,019 0,0001
CGB1.2 vs CGB22 0,066 + 0,011 vs 0,086 + 0,011 0,8
CGB1.2 vs CGB5 0,066 + 0,011 vs 1,096 + 0,041 0,0001
CGB21 vs CGB2.2 1,002 + 0,019 vs 0,086 + 0,011 0,0001
CGB21 vs CGB5 1,002 + 0,019 vs 1,096 + 0,041 0,0001
CGB22 vs CGB5 0,086 + 0,011 vs 1,096 + 0,041 0,0001

Legenda:

M - érednia arytmetyczna;

S - odchylenie standardowe;

P - poziom istotnosci statycznej.

Wyniki przeprowadzonych analiz wykazaly, ze takze transfekcja linii komérkowej
Ishikawa z uzyciem przygotowanych konstruktéw CGB pozwala na osiagniecie wydajnej
nadekspresji hCGf na poziomie mRNA.

Wykorzystanie testu Kruskala-Wallisa pozwolilo na stwierdzenie, iz wzgledne
poziomy ekspresji genéw kodujacych hCGp, analizowane siedemdziesiat dwie godziny
po transfekcji, wykazywaly istotne réznice pomiedzy wszystkimi analizowanymi
konstruktami (p < 0,0001). Najwyzszy poziom ekspresji CGB (najwyzsza warto$¢ Cr)
zaobserwowano w przypadku transfekcji komoérek konstruktem CGB 2.1 (Me = 582).
Dodatkowo za pomoca testu post hoc Dunna przeprowadzono analize majaca na celu
okreSlenie wystepowania réznic pomiedzy badanymi konstruktami. Na podstawie
otrzymanych wynikéw stwierdzono obecnoé¢ istotnych réznic we wzglednym poziomie
ekspresji w komoérkach transfekowanych poszczegélnymi konstruktami: CGB 1.1 vs CGB
21 (Me=13vs Me =582 p=0,04), CGB 2.1 vs CGB 5 (Me = 5,82 vs Me =1,3; p = (0,003), CGB
2.2 vs CGB 5 (Me =546 vs Me =1,3; p=0,03); (Rycina 13.).
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Rycina 13. Relatywny poziom ekspresji genéw CGB przyréwnany do poziomu ekspresji genu referencyjnego
HPRT w komorkach linii Ishikawa transfekowanych konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1,
CGB 2.2, CGB 5. Kontrole stanowily komérki niepoddane transfekeji. Linie ciggte nad wykresami
ramka-wasy wskazuja na réznice w poziomie ekspresji CGB pomiedzy konstruktami uzytymi
podczas transfekcji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy
konstruktami a kontrolg. Uzyte oznaczenia istotnosci réznic: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Nadekspresje hCGB w transfekowanych komoérkach linii Ishikawa potwierdzita
réwniez analiza iloéci biatka metoda western blot. Jednoczynnikowa analiza wariancji
ANOVA  wrazz zastosowanym testem post hoc Dunnetta dla pomiaréw
densytometrycznych pozioméw biatek normalizowanych wzgledem pozioméw ekspres;ji
referencyjnego biatka GAPDH wskazaly, ze w poréwnaniu do wynikéw odnotowanych
dla komoérek kontrolnych (M= 0,034 £ 0,016), istotnie wyzsze poziomy hCGf w komoérkach
zaobserwowano w przypadku ich transfekcji konstruktami: CGB 5 (M = 1,598 +0,039;
p <0,0001), CGB 2.1 (M=1,212 £ 0,036; p < 0,0001) oraz CGB 1.1 (M = 1,1 £ 0,031; p < 0,0001).
Nizsze wyniki pomiaréw otrzymano w przypadku transfekcji komoérek linii Ishikawa
konstruktami CGB 2.2 (M = 0,108 £ 0,027; p = 0,02), oraz CGB 1.2 (M = 0,064 £ 0,02; p = 0,38);
(Rycina 14.115.).

hCGB - - -
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Rycina 14. Reprezentatywny wynik detekcji biatek hCGP oraz GAPDH w izolatach biatkowych z linii
komorkowej Ishikawa siedemdziesigt dwie godziny po transfekcji, uzyskany metoda western blot.
CGB1.1,CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty biatkowe z komérek poddawanych transfekgji
z uzyciem wybranego konstruktu. K - komérki kontrolne, nietransfekowane.
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Rycina 15. Wzgledny poziom ekspresji biatka hCGpB oznaczony w izolatach komérkowych linii Ishikawa
znormalizowany wobec biatka referencyjnego GAPDH. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2,
CGB 5 - izolaty bialkowe z komérek poddawanych transfekcji z uzyciem wybranego konstruktu.
Kontrole stanowily komérki nietransfekowane. Linie ciagle nad wykresami ramka-wasy wskazuja
na réznice w poziomie biatka hCGp pomiedzy konstruktami uzytymi podczas transfekcji. Linie
przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy konstruktami a kontrola.
Uzyte oznaczenia istotnosci réznic: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

Dodatkowo, wykorzystujac test post hoc Tukeya dokonano poréwnania poziomu

ekspresji biatka hCGPp w komoérkach transfekowanych poszczegélnymi konstruktami.
Wykazano, iz zastosowanie konstruktéw CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2 wptywalo
istotnie na poziom biatka hCGp (Tabela 14.).
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Tabela 14. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspresji bialkka hCGP oznaczonych
w izolatach komérkowych linii Ishikawa znormalizowanych wobec biatka referencyjnego GAPDH.
CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty biatkowe z komérek poddawanych transfekcji
z uzyciem wybranego konstruktu

konstrukty M, S P
CGB1.1 vs CGB1.2 1,1+ 0,031 vs 0,064 + 0,02 <0,0001
CGB1.1 vs CGB21 1,1+ 0,031 vs 1,212+ 0,036 <0,0001
CGB1.1 vs CGB22 1,1+ 0,031 vs 0,108 + 0,027 <0,0001
CGB1.1 vs CGB5 1,1+0,031 vs 1,598 + 0,039 <0,0001
CGB1.2 vs CGB21 0,064 + 0,02 vs 1,212 + 0,036 <0,0001
CGB1.2 vs CGB22 0,064 + 0,02 vs 0,108 + 0,027 0,2
CGB1.2 vs CGB5 0,064 + 0,02 vs 1,598 + 0,039 <0,0001
CGB 21 vs CGB22 1,212 £ 0,036 vs 0,108 £ 0,027 <0,0001
CGB21 vs CGB5 1,212 + 0,036 vs 1,598 + 0,039 <0,0001
CGB22 vs CGB5 0,108 + 0,027 vs 1,598 + 0,039 <0,0001

Legenda:

M - érednia arytmetyczna;

S - odchylenie standardowe;

P - poziom istotnosci statycznej.

4.3.O0cena wplywu nadekspresji podjednostki beta ludzkiej
gonadotropiny kosmowkowej na biologie komoérek linii HeLa
oraz Ishikawa
Wplyw nadekspresji podjednostki beta gonadotropiny kosméwkowej na biologie
komérek nowotworowych badanych linii oceniano poprzez: (i) analize proliferacji
metoda inkorporacji BrdU, (ii) analize tempa wzrostu komoérek przy uzyciu systemu
xCELLigence, (iii) ocene cyklu komoérkowego z wykorzystaniem cytometrii
przeplywowej, (iv) obserwacje mikroskopowa cech morfologicznych typowych dla
apoptozy i nekrozy, takich jak odpowiednio: kondensacja i fragmentacja chromatyny czy
przerwanie ciggtosci blony komoérkowej, a takze (v) ocene ekspresji genéw: BIRC5, BCL2
i BAX kodujace biatka regulujace proces apoptozy, odpowiednio surwiwiny, BCL-2 i BAX
oraz (vi) analize hamowania indukcji procesu apoptozy w komoérkach transfekowanych

konstruktami CGB i poddanymi dziataniu zwiazku PK 11195 wywotujacego apoptoze.
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4.3.1. Ocena wplywu transfekcji konstruktami CGB1.1, CGB1.2, CGB2.1, CGB2.2 oraz
CGBS5 na proliferacje komorek linii HeLa

Analiza komorek linii HeLa przeprowadzona metoda inkorporacji BrdU wykazata,
ze nadekspresja hCGp, bedaca wynikiem transfekcji komorek przygotowanymi
konstruktami, zwieksza odsetek komoérek inkorporujacych BrdU (Rycina 16.).
Na podstawie ~ wynikéw testu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA
zaobserwowano, iz odsetek komoérek proliferujacych, analizowany siedemdziesiat dwie
godziny po transfekcji, wykazywal wystepowanie istotnych statystycznie réznic
pomiedzy analizowanymi konstruktami (p<0,0001). Najwyzsze tempo proliferacji
zaobserwowano w przypadku transfekcji komoérek konstruktem CGB 5 (M = 43,58 + 1,606),
w poréwnaniu do nietransfekowanych komoérek kontrolnych (M = 22,66 + 2,345; p = 0,0001).
Nieznacznie nizsze wyniki otrzymano w przypadku transfekcji komérek konstruktami:
CGB 2.1 (M = 3416 = 1,582; p = 0,0001), CGB1.2 (M = 33,39 + 0,93; p=0,0001), CGB 2.2
(M=28,88+1,239; p=0,0001) oraz CGB 1.1 (M =29,6 £1,176; p=0,0001); (Rycina 17.).
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Rycina 16. Komoérki linii HeLa aktywnie inkorporujace BrdU podczas replikacji DNA, uwidocznione podczas
reakcji z przeciwcialem przeciwko BrdU, skoniugowanym z FITC. Komoérki transfekowane
konstruktami: CGB 1.1 (A.); CGB 1.2 (B.); CGB 2.1 (C.); CGB 2.2 (D.); CGB 5 (E.) oraz komorki
kontrolne (F.), nietransfekowane. Panel lewy: zdjecia prezentujagce komoérki uwidocznione w
Swietle UV; panel prawy: zdjecia z panelu lewego nalozone na zdjecia wykonane w Swietle
przechodzacym (VIS). Oryginalne powiekszenie 200x.

Okreslono réwniez wystepowanie réznic w proliferacji komorek transfekowanych
poszczegdlnymi konstruktami CGB. Test post hoc Tukeya (Tabela 15.) wykazal istotne
réznice w odsetku komorek inkorporujacych BrdU do DNA w przypadku prawie
wszystkich stosowanych konstruktéw genowych. Jedynie pomiedzy CGB 1.1 i CGB 2.2
oraz CGB 1.2 1 CGB 2.1 réznica nie byta istotna statystycznie (Rycina 17.).
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Tabela 15. Wyniki analiz statystycznych (test post hoc Tukeya) odsetka komoérek inkorporujacych BrdU dla

linii HeLa. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - stosowane konstrukty CGB

konstrukty M, S p
CGB11 s CGB1.2 29,6 +1,176 s 33,39 £ 0,93 0,0087
CGB11 s CGB21 29,6 1,176 s 34,16 £ 1,582 0,0015
CGB11 s CGB5 296 +1,176 s 43,58 + 1,606 0,0001
CGB1.2 s CGB22 33,39 £ 0,93 s 28,88 £ 1,293 0,0017
CGB1.2 s CGB5 33,39 + 0,93 s 43,58 + 1,606 0,0001
CGB21 s CGB22 34,16 £ 1,582 s 28,88 +1,293 0,0004
CGB21 s CGB5 34,16 £ 1,582 s 43,58 + 1,606 0,0001
CGB22 s CGB5 28,88 + 1,293 (o 43,58 + 1,606 0,0001
Legenda:
M - érednia arytmetyczna;
S - odchylenie standardowe;
P - poziom istotnosci statycznej.
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Rycina 17. Zmiany proliferacji komérek linii HeLa transfekowanych konstruktami CGB: CGB 1.1, CGB 1.2,
CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 wykazane podczas analizy z wykorzystaniem bromodeoksyurydyny
(BrdU). Kontrole stanowity komoérki niepoddane transfekgji. Linie cigglte nad wykresami ramka-
wasy wskazuja na réznice w tempie proliferacji komoérek pomiedzy konstruktami uzytymi
podczas transfekcji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy
konstruktami a kontrola. Uzyte oznaczenia istotnosci réznic: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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Zwigkszone tempo proliferacji komoérek linii HeLa transfekowanych badanymi
konstruktami potwierdzila takze analiza przeprowadzona z wykorzystaniem systemu
xCELLigence® RTCA DP, pozwalajacego na monitorowanie wzrostu komérek w czasie
rzeczywistym. Pomiary prowadzone w sposéb ciagly przez siedemdziesiat dwie godziny
wykazaly, Ze komorki transfekowane charakteryzuje zwiekszenie tempa wzrostu

w poréwnaniu do komérek niepoddanych transfekcji (Rycina 18.).
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Rycina 18. Reprezentatywny wykres zmian proliferacji komoérek Hela podczas
siedemdziesieciodwugodzinnej obserwacji z wykorzystaniem sytemu xCELLigence® RTCA DP.
Komérki transfekowane konstruktami: CGB 5 (A.); CGB 2.1 (B.); CGB1.1 (C.); CGB 1.2 (D.);
CGB 2.2 (E.) oraz komoérki kontrolne (F.).

Na podstawie wynikéw testu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA
stwierdzono wystepowanie istotnych réznic w przyroscie liczby komoérek pomiedzy
analizowanymi konstruktami (p < 0,0001). Zastosowany test post hoc Tukeya wykazal,
iz najwyzszy, w poréwnaniu do komorek kontrolnych, wzrost liczby komorek
zaobserwowano dla prob transfekowanych konstruktem CGB 5 (M = 7,495 £ (0,038).
Takze komorki transfekowane konstruktami CGB 1.1 (M =4,046 £0,019), CGB 1.2 (M =3,947
+0,02), CGB 2.1 (M = 4498 + 0,025) oraz CGB 2.2 (M = 2,695 + 0,048) wyrdznialo tempo
proliferacji istotnie wieksze niz to cechujace komoérki kontrolne (M = 2,054 +0,002);
(we wszystkich przypadkach p <0,0001); (Rycina 19.).

Wystepowanie istotnych réznic pomiedzy stosowanymi konstruktami

przedstawiono w tabeli szesnastej (Tabela 16.).
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Rycina 19. Zmiany w proliferacji komoérek HeLa obserwowane z wykorzystaniem systemu xCELLigence®

RTCA DP, w siedemdziesiatej drugiej godzinie po transfekeji konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2,
CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5. Kontrole stanowity komérki niepoddane transfekcji. Linie ciggte nad
wykresami ramka-wasy wskazuja na réznice w tempie proliferacji komoérek pomiedzy
konstruktami uzytymi podczas transfekcji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy
wskazujag réznice pomiedzy konstruktami a kontrola. Uzyte oznaczenia istotnosci
réznic: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

Tabela 16. Wyniki analiz statystycznych (test post hoc Tukeya) tempa proliferaci komoérek HeLa

w siedemdziesigtej drugiej godzinie po transfekcji. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 -

zastosowane konstrukty CGB

konstrukty M, S P
CGB1.1 vs CGB1.2 4,046 + 0,019 vs 3,947 £ 0,021 0,0001
CGB1.1 vs CGB21 4,046 + 0,019 vs 4,498 + 0,025 0,0001
CGB1.1 vs CGB22 4,046 + 0,019 vs 2,695 + 0,048 0,0001
CGB1.1 vs CGB5 4,046 + 0,019 vs 7,495 + 0,038 0,0001
CGB1.2 vs CGB21 3,947 £ 0,021 vs 4,498 + 0,025 0,0001
CGB1.2 vs CGB2.2 3,947 + 0,021 vs 2,695 + 0,048 0,0001
CGB1.2 vs CGB5 3,947 £ 0,021 vs 7,495 + 0,038 0,0001
CGB21 vs CGB22 4,498 + 0,025 Us 2,695 + 0,048 0,0001
CGB21 vs CGB5 4,498 + 0,025 vs 7,495 + 0,038 0,0001
CGB22 vs CGB5 2,695 £ 0,048 vs 7,495 + 0,038 0,0001

Legenda:

M - érednia arytmetyczna;

S - odchylenie standardowe;

P - poziom istotnosci statycznej.
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4.3.2. Ocena wplywu transfekcji konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2 oraz
CGB 5 na proliferacje komoérek Ishikawa

Analizy proliferacji komorek Ishikawa z wykorzystaniem metody inkorporacji BrdU
wykazaty, ze nadekspresja hCGp, podobnie jak w przypadku komoérek Hela, zwieksza
proces proliferacji takze i tej linii komorkowej (Rycina 20.). Na podstawie przeprowadzonego
testu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA stwierdzono, iz odsetek komorek
proliferujacych, analizowany siedemdziesigt dwie godziny po transfekcji r6zni sie istotnie
statystycznie pomiedzy analizowanymi konstruktami, w poréwnaniu z rezultatami
uzyskanymi dla préb kontrolnych (p < 0,0001). Zastosowany test post hoc Dunnetta wykazal,
iz najwiekszym stopniem proliferacji charakteryzowaly sie komorki poddane transfekcji
zwykorzystaniem konstruktu CGB5 (M = 33,76 + 2,168) w poréwnaniu ze stopniem
proliferacji w komoérkach nietransfekowanych (M = 23,44 +1,379); (p < 0,0001). Pozostate
konstrukty réwniez wptywaly modulujaco na proces proliferacji. Przeprowadzone analizy
pokazaly, iz w przypadku uzycia konstruktu CGB 2.1 (M = 30,62 + 0,965) oraz CGB 1.1
M = 2796 +1401) istotnie zwieksza sie odsetek komorek inkorporujacych BrdU,
w poréwnaniu do komérek kontrolnych (M = 23,44 +1,379); (dlaobu konstruktow
p <0,0001). Takze zastosowanie konstruktu CGB 2.2 wplywalo istotnie na zwiekszenie tempa
proliferacji komorek Ishikawa (M = 26,1 +£1,029) w poréwnaniu z rezultatami uzyskanymi dla
prob kontrolnych (p = 0,025). W przeciwienistwie do opisanych powyzej wynikow,
nie zaobserwowano istotnej réznicy w tempie proliferacji komorek transfekowanych
konstruktem CGB 1.2 (M = 22,08 + 1,087), wzgledem komorek nietransfekowanych (p = 0,4);
(Rycina 21.).

Ponadto, wykorzystujac test post hoc Tukeya analizowano wyniki proliferacji
komoérek Ishikawa traktowanych poszczegélnymi konstruktami CGB i okreélono
wystepowanie réznic pomiedzy nimi (Tabela 17.). Wykazano istotne réznice w odsetku
komérek inkorporujacych BrdU, w zaleznosci od wykorzystanego konstruktu. Jedynie
pomiedzy CGB 1.1 i CGB 2.1 oraz CGB 1.1 i CGB 2.2 réznica nie wykazata istotnosci
statystycznej (Rycina 21.).
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Rycina 20. Komoérki linii Ishikawa aktywnie inkorporujace BrdU podczas replikacji DNA, uwidocznione
podczas reakcji z przeciwcialem przeciwko BrdU, skoniugowanym z FITC. Komoérki
transfekowane konstruktami: CGB 1.1 (A.); CGB 1.2 (B.); CGB 2.1 (C.); CGB 2.2 (D.); CGB 5 (E.)
oraz komorki kontrolne (F.), nietransfekowane. Panel lewy: zdjecia prezentujace komorki
uwidocznione w $wietle UV; panel prawy: zdjecia z panelu lewego nalozone na zdjecia
wykonane w $wietle przechodzacym (VIS). Oryginalne powiekszenie 200x.
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Rycina 21. Zmiany proliferacji komorek linii Ishikawa transfekowanych konstruktami CGB: CGB 1.1, CGB 1.2,
CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 uwidocznione metoda inkorporacji bromodeoksyurydyny (BrdU).
Kontrole stanowity komérki niepoddane transfekgji. Linie ciagglte nad wykresami ramka-wasy
wskazuja na réznice w tempie proliferacji komoérek pomiedzy konstruktami uzytymi
do transfekgji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy
konstruktami a kontrola. Oznaczenia istotnosci réznic: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

Tabela 17. Wyniki analiz statystycznych (test post hoc Tukeya) odsetka komoérek inkorporujacych BrdU dla
linii Ishikawa. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - stosowane konstrukty CGB

konstrukty M, S p
CGB1.1 vs CGB1.2 27,96 £ 1,401 vs 22,08 + 1,087 0,0001
CGB11 vs CGB5 27,96 +1,401  ovs 33,76 +2,168 0,0001
CGB1.2 vs CGB21 22,08+1,087 ws 30,62 + 0,965 0,0001
CGB1.2 vs CGB2.2 22,08+1,087  wvs 26,10 £ 1,029 0,002
CGB1.2 vs CGB 5 22,08+1,087 ws 33,76 + 2,168 0,0001
CGB21 vs CGB22 30,62+0,965  vs 26,10 + 1,029 0,0005
CGB21 vs CGB 5 30,62+0965  vs 33,76 + 2,168 0,02
CGB22 vs CGB5 26,10+£1,029 s 33,76 + 2,168 0,0001
Legenda:

M - érednia arytmetyczna;
S - odchylenie standardowe;
P - poziom istotnosci statycznej.

59



Wyniki | 60

Do monitorowania wzrostu i oceny potencjatu proliferacyjnego komorek Ishikawa
transfekowanych konstruktami CGB w czasie rzeczywistym, zostal wykorzystany system
xCELLigence® RTCA DP. Obserwacje dowiodly, iz komorki transfekowane
charakteryzowalo zwiekszenie tempa proliferacji wzgledem komoérek niepoddanych

transfekcji (Rycina 22.).
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Rycina 22. Reprezentatywny wykres zmian w proliferacji komérek Ishikawa podczas siedemdziesieciodwugodzinnej
obserwadji z wykorzystaniem sytemu xCELLigence® RTCA DP. Komorki transfekowane konstruktami:
CGB5 (A); CGB21 (B.), CGB1.1 (C.); CGB 22 (D.); CGB 1.2 (E.); oraz komoérki kontrolne (F.).

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych eksperymentéw i analiz
statystycznych (test jednoczynnikowej wariancji ANOVA) stwierdzono wystepowanie
istotnych réznic w przyroscie liczby komoérek pomiedzy analizowanymi konstruktami,
w poréwnaniu do rezultatow uzyskanych dla préb kontrolnych (p < 0,0001). Zastosowany
test post hoc Dunnetta wykazat istotny przyrost liczby komoérek w przypadku konstruktu
CGB 5 (M=8033 = 0,089). Takze analiza rezultatow uzyskanych dla komorek
transfekowanych konstruktami CGB 1.1 (M = 6,219 + 0,016), CGB 1.2 (M = 3,239 £ 0,037),
CGB 21 M =6,649 + 0,031) oraz CGB 2.2 (M = 5,543 + 0,02) pokazala, iz zwigkszaja one
istotnie tempo proliferacji, w poréwnaniu do komérek kontrolnych (M = 2,845 + 0,021);
(p <0,0001); (Rycina 23.).

Dalsze analizy, za pomoca testu post hoc Tukeya, okreslity wystepowanie istotnych
réznic pomiedzy stosowanymi konstruktami (Tabela 18.). Zauwazono istotny przyrost

liczby komérek transfekowanych analizowanymi konstruktami CGB (Rycina 23.).
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systemu

xCELLigence® RTCA DP w siedemdziesiatej drugiej godzinie od przeprowadzenia transfekcji
konstruktami: CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5. Kontrole stanowily komorki
niepoddane transfekcji. Linie ciggte nad wykresami ramka-wasy wskazuja na réznice w tempie
proliferacji komérek pomiedzy konstruktami uzytymi podczas transfekgji. Linie przerywane pod
wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy konstruktami a kontrola.

Uzyte oznaczenia istotnoéci réznic: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

Tabela 18. Wyniki analiz statystycznych

(test post hoc Tukeya)

proliferacji komorek Ishikawa w

siedemdziesiatej drugiej godzinie obserwacji. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 -
stosowane konstrukty CGB

konstrukty M, S P
CGB 1.1 vs CGB 1.2 6,219 £ 0,016 vs 3,239 + 0,037 0,0001
CGB 1.1 vs CGB 2.1 6,219 £ 0,016 vs 6,649 £ 0,031 0,0001
CGB1.1 vs CGB2.2 6,219 £ 0,016 vs 5,543 £ 0,02 0,0001
CGB 1.1 vs CGB5 6,219 £ 0,016 vs 8,033 £ 0,089 0,0001
CGB 1.2 vs CGB 2.1 3,239 + 0,037 vs 6,649 £ 0,031 0,0001
CGB1.2 vs CGB2.2 3,239 +£ 0,037 vs 5,543 + 0,02 0,0001
CGB1.2 vs CGB5 3,239 + 0,037 vs 8,033 £ 0,089 0,0001
CGB 2.1 vs CGB 2.2 6,649 £ 0,031 vs 5,543 + 0,02 0,0001
CGB 2.1 vs CGB 5 6,649 £ 0,031 vs 8,033 £ 0,089 0,0001
CGB22 vs CGB5 5,543 + 0,02 vs 8,033 £ 0,089 0,0001

Legenda:

M - $rednia arytmetyczna;

S - odchylenie standardowe;

p - poziom istotnosci statycznej.
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4.3.3. Ocena wptywu transfekcji konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2 oraz
CGB 5 na inwazyjnos¢ komoérek linii HeLa

Potencjal inwazyjny komorek oceniano z pomoca systemu xCELLigence® RTCA DP.
System, dzieki wykorzystaniu specjalnych ptytek (plytek CIM-plate), pozwala mierzyé w
czasie rzeczywistym przemieszczanie si¢ komorek w kierunku chemoatraktanta (Rycina 24).

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych eksperymentéw oraz analiz
statystycznych (test Kruskala-Wallisa) dowiedziono, iz transfekcja badanymi
konstruktami CGB wplywa na szybko$¢ migracji komoérek Hela przez
mikroporowate membrany plytek CIM-plate. Roéznice migracji transfektantéw
w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi byly znamienne statystycznie (p < 0,0001);
(Rycina 25.).

Wyniki testu post hoc Dunna wskazaly wzrost w szybkosci migracji komoérek
transfekowanych konstruktem CGB 2.1 (Me = 0,667), w poréwnaniu do istotnie nizszego
poziomu odnotowanego w prébach kontrolnych (Me = 0,369); (p = 0,004). Istotny wzrost
uzyskano takze dla konstruktu CGB 5 (Me = 0,408); (p = 0,004). Z kolei istotnie nizsze
tempo migracji komoérek zauwazono w przypadku komorek transfekowanych
konstruktem CGB 1.2 (Me = 0,262); (p = 0,03). Istotnej réznicy w migracji komoérek
transfekowanych nie wykazano dla konstruktow: CGB 1.1 oraz CGB 2.2, w poréwnaniu
z komérkami kontrolnymi (p > 0,05); (Rycina 25.).

Ponadto za pomoca testu post hoc Tuckeya stwierdzono wystepowanie istotnych
réznic w tempie migracji komoérek linii HeLa w przypadku konstruktow: CGB 1.1 vs
CGB 2.1 (Me = 0,226 vs Me = 0,667; p = 0,003), CGB 1.1 vs CGB 5 (Me = 0,22 vs Me =0,408;
p=0,0014), CGB 1.2 vs CGB 2.1 (Me = 0,262 vs Me = 0,667; p =0,0001) oraz CGB 1.2 vs CGB 5
(Me = 0,262 vs Me = 0,408; p =0,007); (Rycina 25.).
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Rycina 24. Reprezentatywny wykres zmian potencjalu inwazyjnosci komorek HelLa podczas
dwudziestoczterogodzinnej obserwacji z wykorzystaniem sytemu xCELLigence® RTCA DP.
Komérki transfekowane konstruktami: CGB 2.1 (A.); CGB 5 (B.); CGB 1.1 (C.); CGB 2.2 (D.);
CGB 1.2 (E.) oraz komérki kontrolne (F.).
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Rycina 25. Wykres potencjalu inwazyjnosci komorek linii HeLa poddanych transfekcji z zastosowaniem
badanych konstruktéw: CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5. Kontrole stanowity komérki
niepoddane transfekcji. Linie ciggle nad wykresami ramka-wasy wskazuja na réznice
w potencjale inwazyjnosci komérek pomiedzy konstruktami uzytymi podczas transfekcji. Linie
przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy konstruktami a kontrola.
Oznaczenia istotnosci réznic: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

4.3.4. Ocena wplywu transfekcji konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2 oraz
CGB 5 na inwazyjno$é komoérek Ishikawa

Z wykorzystaniem systemu xCELLigence® RTCA DP oceniano réwniez potencjat
inwazyjny transfekowanych konstruktami CGB komoérek Ishikawa (Rycina 26.).
Na podstawie wyniku testu Kruskala-Wallisa stwierdzono réznice w tempie migracji
transfektantéw i komoérek kontrolnych (p <0,0001); (Rycina 27.).

Wyniki testu post hoc Dunna dowiodly, ze istotnie wyzsze tempo migracji,
w poréwnaniu do komoérek kontrolnych (Me = 0,151), cechowato komoérki transfekowane
konstruktem CGB 5 (Me = 1,166); (p = 00002). Réwnie istotnie znaczacy wzrost,
w poréwnaniu do préb kontrolnych uzyskano w przypadku zastosowania konstruktow:
CGB 2.1 (Me =0,633), CGB 1.1 (Me = 0,508), CGB 2.2 (Me = 0,543) oraz CGB 1.2 (Me = 0,684)
(odpowiednio: p =0,0004, p =0,0002, p =0,0002, p=0,003); (Rycina 27.).

Za pomoca testu post hoc Tuckeya okreélono takze wystepowanie réznic pomiedzy
stosowanymi konstruktami. Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono istotne
réznice w tempie migracji komorek linii Ishikawa jedynie w przypadku konstruktéw

CGB 1.1 vs CGB 5 (Me =0,508 vs Me =1,166; p = 0,008); (Rycina 27.).
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Rycina 26. Reprezentatywny wykres zmian potencjalu inwazyjnosci komérek Ishikawa podczas
dwudziestoczterogodzinnej obserwacji z wykorzystaniem sytemu xCELLigence® RTCA DP.
Komorki transfekowane konstruktami CGB 5 (A.); CGB 2.1 (B.); CGB 2.2 (C.); CGB 1.2 (D.);
CGB 1.1 (E.); komorki kontrolne (F.).
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Rycina 27. Wykres potencjalu inwazyjnosci komoérek linii Ishikawa poddanych transfekcji badanymi
konstruktami: CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5. Kontrole stanowily komorki
niepoddane transfekcji. Linie ciagle nad wykresami ramka-wasy wskazujg na réznice potencjale
inwazyjnoséci komérek pomiedzy konstruktami uzytymi podczas transfekeji. Linie przerywane
pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy konstruktami a kontrola.
Uzyte oznaczenia istotnoéci réznic: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

4.3.5. Ocena wplywu transfekcji konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2 oraz
CGB 5 na cykl zyciowy komérek HeLa

W celu oceny wplywu transfekcji konstruktami CGB na cykl zyciowy komorek linii
HeLa wykorzystano technike cytometrii przeptywowej (Rycina 28.). Analizy liczebnosci
komoérek transfekowanych konstruktami z badanymi genami CGB oraz komorek
nietransfekowanych wykazaly zmiany w odsetku komérek znajdujacych sie

w poszczegolnych fazach cyklu zyciowego (Tabela 19.).
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Tabela 19. Procentowy udzial poszczegélnych faz cyklu komoérkowego komoérek Hela transfekowanych
konstruktami: CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5. Kontrole stanowily komorki
niepoddane transfekgji

fazy cyklu komérkowego

konstrukt apoptoza G0/G1 S G2/M
CGB1.1 3,23% 47,12% 28,54% 21,11%
CGB 1.2 2,16% 43,78% 29,34 % 24,72 %
CGB 2.1 3,72% 40,27 % 30,92% 25,09%
CGB 2.2 2,97% 48,92% 24,23% 23,88%
CGB5 2,04% 40,37 % 32,06% 25,53%
kontrola 2,81% 51,53 % 22,70% 23,14%
odchylenie 0,64 % 4,63 % 3,73% 1,62%
standardowe

Wykorzystujac funkcje gestosci rozkladu, dla komoérek Hela transfekowanych
konstruktami: CGB 5 (M =32,06% * 3,73%) oraz CGB 2.1 (M =30,92% + 3,73%) odnotowano
istotna réznice w odsetku komorek bedacych w fazie S; wartosci te odniesiono do odsetka
komoérek w fazie S zanotowanego dla préb kontrolnych (M=227%); (odpowiednio:
p=0,012 oraz p=0,028); (Rycina 29. C.).

W przeciwieristwie do wynikéw opisanych powyzej, w przypadku zastosowania
wariantow CGB 1.1, CGB 1.2 oraz CGB 2.2 nie zaobserwowano istotnej réznicy
w liczebnosci komorek znajdujacych sie w fazie S (p >0,05) (Rycina 29. C.).

Z kolei w przypadku zastosowania konstruktu CGB 2.1 (M = 40,27% + 4,63%;
p=0,015) oraz CGB 5 (M =40,37% +4,63%; p = 0,016), w poréwnaniu do préb kontrolnych,
wykazano réznice w odsetku komorek bedacych w fazie GO/G1 (Rycina 29. B.).
Po transfekcji konstruktami CGB nie zaobserwowano istotnych réznic w odsetku
komoérek znajdujacych sie w fazie apoptozy oraz w fazie G2/M (Rycina 29. A.iD.).

Analiza poréwnawcza wykazala takze istotna réznice w odsetku komorek
apoptotycznych po transfekcji poszczegdélnymi konstruktami: CGB 2.1 wvs CGB 5
M=372% £ 0,64% vs M = 204% + 0,64%; p=0,009) (Rycina 29. A.). Z kolei analizy
liczebnosci komoérek w fazie S wykazaly istotng réznice w odsetku komorek
po zastosowaniu konstruktéw: CGB 2.2 vs CGB 5 (M = 24,23% + 3,73% vs M = 32,06%
+3,73%; p=0,03) (Rycina 29. C.). Natomiast w przypadku fazy G2/M zauwazono istotna
réznice w odsetku komorek po zastosowaniu konstruktéw: CGB 1.1 vs CGB 5 (M =21,11%
+£1,62% vs M=2553% £ 1,62%; p=0,006); (Rycina 29. D.).
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(A.); CGB 1.2 (B.); CGB 2.1 (C.); CGB 2.2 (D.); CGB 5 (E.); komérki kontrolne (F.), niepoddawane
procedurze transfekcji.
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Rycina 29. Wykresy rozkladéw licznosci komérek HeLa znajdujacych sie w poszczegélnych fazach cyklu
zyciowego (A. faza apoptozy; B. faza G0/G1; C. faza S; D. faza G2/M) poddanych transfekcji
z zastosowaniem badanych konstruktéw: CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5. Kontrole
stanowily komoérki niepoddane transfekgji. Linie ciggle nad wykresami ramka-wasy wskazuja na
réznice w rozkltadach liczebnosci komoérek pomiedzy konstruktami uzytymi podczas transfekji.
Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy konstruktami
a kontrola. Oznaczenia istotnosci réznic: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

4.3.6. Ocena wplywu transfekcji konstruktami CGB1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2 oraz
CGB 5 na cykl zyciowy komérek Ishikawa

Technike cytometrii przeplywowej wykorzystano réwniez do oceny wplywu
transfekcji konstruktami CGB na cykl zyciowy linii komérkowej Ishikawa (Rycina 30.).
Liczebnos¢  komoérek  transfekowanych  konstruktami CGB oraz  komorek
nietransfekowanych analizowano wykorzystujac funkcje gestosci rozktadu. Na podstawie
otrzymanych wynikéw okreslono zmiany w odsetku komoérek znajdujacych sie

w poszczegoélnych fazach cyklu zyciowego (Tabela 20.).
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Tabela 20. Procentowy udziat komorek znajdujacych sie w poszczegélnych fazach cyklu komérkowego linii
komoérkowej Ishikawa poddanej transfekcji. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 -
stosowane konstrukty CGB. Kontrole stanowily komérki niepoddane transfekeji

fazy cyklu komérkowego

konstrukt apoptoza G0/G1 S G2/M
CGB1.1 3,72% 46,13% 27,02% 23,13%
CGB1.2 3,01% 48,25% 26,21% 22,53%
CGB 21 2,98% 45,62% 27,12% 24,28%
CGB 2.2 2,91% 45,26 % 26,69 % 25,14 %
CGB5 2,12% 44,50% 28,47 % 24,91%
kontrola 2,71% 52,91% 24,11% 20,27 %
odchylenie 0,52% 3,11% 1,44% 1,83%
standardowe

Istotne réznice w odsetku komorek bedacych w fazie S zaobserwowano dla
komoérek transfekowanych konstruktami: CGB 5 (M = 2847% + 144%), CGB 2.1
(M=2712% +144%) oraz CGB 1.1 (M = 27,02% + 144%); wzgledem komoérek kontrolnych
M = 24,11% +1,44%; odpowiednio: p = 0,0002, p= 0,037, p = 0,043). Nie wykazano istotnej
statystycznie réznicy w odsetku komorek znajdujacych sie w fazie S dla konstruktéw
CGB 1.2 oraz CGB 2.2 (p>0,05); (Rycina 31. C.).

Ponadto odnotowano réznice w odsetku komoérek bedacych w fazie GO/GI.
Byly one istotne dla konstruktow: CGB 2.1 (M =2,98% +3,11%), CGB 5 (M =2,12% +3,11%),
CGB 1.1 M=3,72% + 311%) oraz CGB 2.2 (M =291% * 3,11%); w poréwnaniu do préb
kontrolnych (M =52,91% + 3,11%), a poziom istotnoéci statystycznej wynosit odpowiednio:
p=0019, p=0,007, p=0,029, p=0,014 (Rycina 31. B). Stwierdzono réwniez istotng réznice
w odsetku komorek znajdujacych sie w fazie G2/M. Mialo to miejsce w przypadku
transfekcji konstruktami: CGB 2.1 (M =24,28% +1,83%), CGB 2.2 (M =25,14% +1,83%) oraz
CGB 5 (M = 2491% + 1,83%); (Mdla préb kontrolnych =20,27% =+ 1,83%; p odpowiednio:
p=0,028, p=0,008, p=0,011); (Rycina 31. D.).

Transfekcja konstruktami CGB nie powodowata réznic w odsetku komorek
ulegajacych apoptozie, w poréwnaniu z prébami kontrolnymi (p > 0,05); (Rycina 31. A.).

Z kolei analizy poréwnawcze odsetka komorek bedacych w poszczegdlnych
fazach cyklu komoérkowego ujawnily istotne réznice pomiedzy liczebnoscia komoérek
apoptotycznych przy poréwnaniu wzgledem siebie zastosowanych konstruktéw: CGB 1.1

M =3,72% £0,52%) vs CGB 5 (M =2,12% +0,52%); (p =0,002); (Rycina 31. A.).
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Rycina 30. Reprezentatywne histogramy jednowymiarowe cyklu komérkowego komorek linii Ishikawa
transfekowanych analizowanymi konstruktami. Komérki transfekowane konstruktami: CGB 1.1
(A.); CGB 1.2 (B.); CGB 2.1 (C.); CGB 2.2 (D.); CGB 5 (E.); komoérki kontrolne (F.), niepoddawane
procedurze transfekgji.
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Rycina 31. Wykresy rozkladéw licznosci komérek znajdujacych sie w poszczegdlnych fazach cyklu zyciowego
(A. faza apoptozy; B. faza G0/G1; C. faza S; D. faza G2/M) dla komoérek linii Ishikawa poddanych
transfekcji z zastosowaniem badanych konstruktéw: CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5.
Kontrole stanowitly komoérki niepoddane transfekeji. Linie ciggte nad wykresami ramka-wasy
wskazuja na réznice w rozkladach liczebnosci komérek pomiedzy konstruktami uzytymi podczas
transfekcji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy
konstruktami a kontrola. Uzyte oznaczenia istotnosci réznic: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

4.3.7. Ocena wplywu nadekspresji podjednostki beta gonadotropiny kosméwkowej
na apoptoze i nekroze komorek linii HeLa i Ishikawa

Zmiany morfologiczne charakteryzujace proces apoptozy, do ktérych zalicza sie
miedzy innymi kondensacje i fragmentacje chromatyny w komorkach, oceniono stosujac
mieszaning barwnikéw fluorescencyjnych - bisbenzymidu (Hoechst 33342) oraz jodku
propidyny.

W poddawanym analizom liniach komérkowych, po siedemdziesieciu dwoéch
godzinach od momentu transfekcji badanymi konstruktami, nie stwierdzano

zwiekszonego odsetka komorek ulegajacych apoptozie oraz nekrozie. Liczebnosé
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komoérek wykazujacych cechy apoptozy we wszystkich prébach kontrolnych oraz
badanych, niezaleznie do rodzaju uzytego konstruktu CGB byla zblizona i nie
przekraczata pieciu procent catkowitej liczby komoérek.

Dla zobrazowania wynikéw na rycinie 32. oraz 33. przedstawiono
reprezentatywne zdjecia komoérek, odpowiednio linii HelLa oraz Ishikawa
transfekowanych konstruktem zawierajacym gen CGB5 oraz komoérek kontrolnych,

niepoddanych transfekcji.

Rycina 32. Komorki linii HeLa wybarwione mieszaning barwnikéw: bisbenzymidu (Hoechst 33342) i jodku
propidyny. A. Komérki kontrolne. B. Komoérki transfekowane wektorem zawierajacym gen CGB5
siedemdziesiqt dwie godziny po transfekcji Oryginalne powiekszenie 200 x.

Rycina 33. Komoérki linii Ishikawa wybarwione mieszaning barwnikéw: bisbenzymidu (Hoechst 33342)
ijodku propidyny. A. Komoérki kontrolne. B. Komoérki transfekowane wektorem kodujacym gen
CGBS5 siedemdziesiat dwie godziny po transfekeji. Oryginalne powiekszenie 200 x.

4.3.8. Ocena poziomu transkryptéw oraz bialka genéw kodujacych czynniki regulujace
proces apoptozy: BAX, BCL2 i BIRC5 w komérkach linii HeLa poddanych
transfekcji konstruktami CGB1, CGB2 oraz CGB5

W celu okreélenia zmian w ekspresji genéw kodujacych czynniki regulujace proces
apoptozy, w komoérkach transfekowanych konstruktami CGB, siedemdziesiagt dwie
godziny po transfekcji, wykorzystujac metode qPCR oraz western blot oceniono poziom
transkryptow i biatek genéw: BAX, BCL2 i BIRCS.

Oceniajac (testem Kruskala-Wallisa) wyniki analiz przeprowadzonych reakgcji
qPCR, w komérkach transfekowanych przygotowanymi konstruktami CGB wykazano
wystepowanie istotnych réznic w poziomie ekspresji genu BIRC5 regulujacego proces

apoptozy (p < 0,0001). Za pomoca testu post hoc Dunna wykazano istotne réznice



Wyniki | 72

w poziomach transkryptéw BIRC5 w komérkach transfekowanych konstruktami: CGB 1.1
(Me = 0,0017), CGB 1.2 (Me =0,0082), CGB 2.2 (Me = 0,0097) oraz CGB 5 (Me = 0,0089),
w poréwnaniu do préb kontrolnych (Me=0,0042); (istotnos¢ statystyczna odpowiednio:
p =002, p=0,0007, p=0,0006, p=0,0002). W przypadku konstruktu CGB 2.1 nie zauwazono
istotnej réznicy w poziomie ekspresji BIRC5 pomiedzy komoérkami transfekowanymi
i kontrolnymi (p > 0,05); (Rycina 34.).

Okreslono takze (test post hoc Tuckeya) réznice w modulowaniu ekspresji BIRC5
przez poszczegdlne konstrukty. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono
wystepowanie istotnych réznic we wzglednym poziomie ekspresji genu kodujacego
surwiwine jedynie w przypadku stosowania konstruktéw: CGB 1.1 vs CGB 2.2
(Me=0,0017 vs Me = 0,0097; p =0,0004) oraz CGB 1.1 vs CGB 5 (Me = 0,0017 vs Me = 0,0089;
p =0,02); (Rycina 34.).
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Rycina 34. Wzgledny poziom ekspresji genu BIRC5, przyréwnany do poziomu ekspresji genu referencyjnego
HPRT, w komoérkach linii HeLa transfekowanych konstruktami: CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB
2.2, CGB 5. Kontrole stanowily komérki niepoddane transfekgji. Linie ciagle nad wykresami ramka-
wasy wskazujg na réznice w poziomie ekspresji BIRC5 pomiedzy konstruktami uzytymi podczas
transfekcji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy
konstruktami a kontrolg. Oznaczenia istotnosci réznic: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Wyniki analiz prowadzonych na poziomie mRNA potwierdzano z wykorzystaniem
metody western blot, oceniajagc w transfekowanych komérkach poziom kodowanego przez
gen BIRC)5 biatka surwiwiny.

Analiza statystyczna (test post hoc Dunna) wynikéw pochodzacych z pomiaréw
densytometrycznych pozioméw surwiwiny, normalizowanych wzgledem poziomu

referencyjnego biatka GAPDH, wykazala zwiekszony poziom tego biatka w komorkach linii
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HelLa transfekowanych konstruktami: CGB 1.2 (M = 0,234 + 0,011), CGB 2.1 (M = 0,256 + 0,013),
CGB 22 (M = 0,326 £ 0,013) oraz CGB 5 (M = 0,27 % 0,01), w poréwnaniu do pozioméw
notowanych dla préb kontrolnych (we wszystkich przypadkach p < 0,0001). Jedynie po
uzyciu konstruktu  CGB 1.1 poziom surwiwiny byl nieznacznie obnizony wzgledem
wartosci uzyskanej dla prob kontrolnych (M =0,134+0,027 vs M = 0,16 = 0,012; p = 0,12);
(Rycina 35.136.).

Dodatkowo  poréwnano poziomy ekspresji surwiwiny w  komorkach
transfekowanych poszczegélnymi konstruktami. Test post hoc Tukeya wykazat, iz
zastosowanie konstruktéw CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2 oraz CGB 5 wplywalo na
poziom bialka surwiwiny, za$réznice wystepujace pomiedzy probami byly istotne

statystycznie (Tabela 21.).

surwiwina S — —
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Rycina 35. Reprezentatywny wynik detekcji biatka surwiwina oraz GAPDH w izolatach biatkowych z linii
komoérkowej Hela siedemdziesigt dwie godziny po transfekeji, uzyskany metoda western blot.
CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty bialkowe z komoérek poddawanych
transfekeji z uzyciem wybranego konstruktu. K - komorki kontrolne, nietransfekowane.
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Rycina 36. Wzgledny poziom ekspresji bialka surwiwina oznaczony w izolatach biatkowych linii HeLa,
znormalizowany wobec biatka referencyjnego GAPDH. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2,
CGB 5 - izolaty biatkowe z komérek poddanych transfekcji z uzyciem wybranego konstruktu.
Kontrole stanowily komorki nietransfekowane. Linie ciggte nad wykresami ramka-wasy
wskazujg na réznice w poziomie biatka surwiwina pomiedzy konstruktami uzytymi podczas
transfekcji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy
konstruktami a kontrolg. Uzyte oznaczenia istotnoéci réznic: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001.



Wyniki

Tabela 21. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspresji biatka surwiwina oznaczonych
w izolatach komoérek HeLa, znormalizowanych wobec bialka referencyjnego GAPDH, CGB 1.1,
CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 22, CGB 5 - izolaty bialkowe z komérek poddanych transfekcji
wybranym konstruktem CGB.

konstrukty M, S P
CGB1.1 vs CGB1.2 0,134 + 0,027 vs 0,234 + 0,011 0,0001
CGB1.1 vs CGB21 0,134 + 0,027 vs 0,256 + 0,013 0,0001
CGB1.1 vs CGB22 0,134 + 0,027 vs 0,326 + 0,013 0,0001
CGB11 vs CGB5 0,134 £ 0,027 vs 0,27+ 0,01 0,0001
CGB1.2 vs CGB22 0,234 + 0,011 vs 0,326 + 0,013 0,0001
CGB1.2 vs CGB5 0,234 + 0,011 vs 0,27 +0,01 0,012
CGB21 vs CGB22 0,256 + 0,013 vs 0,326 + 0,013 0,0001
CGB22 vs CGB5 0,326 + 0,013 vs 0,27 +0,01 0,0002

Legenda:

M - érednia arytmetyczna;

S - odchylenie standardowe;

P - poziom istotnosci statycznej.

Nadekspresja podjednostki beta hCG prowadzita takze do zmian w poziomie
ekspresji genéw BCL2 i BAX. Na podstawie wynikow testu Kruskala-Wallisa wykazano
istotne réznice w poziomach transkryptéow BAX w komoérkach transfekowanych
konstruktami: CGB 1.1 (Me = 3,8 E%), CGB 1.2 (Me = 3,6 E%) oraz CGB 2.1 (Me=3,6 EY),
w poréwnaniu  do poziomu notowanego dla préb kontrolnych (Me=18E5%);
(odpowiednio: p=0,043, p = 0,008, p = 0,008). Istotnych statystycznie ré6znic w poziomie
ekspresji BAX nie zanotowano w przypadku transfekcji komoérek konstruktami CGB 2.2
oraz CGB 5 (p>0,05); (Rycina 37.).

Wykorzystujac test post hoc Dunna poréwnano réwniez poziom ekspresji BAX
w komoérkach transfekowanych poszczegélnymi konstruktami. Na tej podstawie
stwierdzono istotne réznice we wzglednym poziomie ekspresji jedynie w przypadku

konstruktéw: CGB 1.1 vs CGB 2.2 (Me =3,8 E5vs Me =21 E5; p =0,046); (Rycina 37.).
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Rycina 37. Relatywny poziom ekspresji genu BAX przyréwnany do poziomu ekspresji genu referencyjnego
HPRT, w komoérkach linii HeLa transfekowanych konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB
2.2, CGB 5. Kontrole stanowily komérki niepoddane transfekgji. Linie ciagte nad wykresami
ramka-wasy wskazuja na réznice w poziomach ekspresji BAX pomiedzy konstruktami uzytymi
podczas transfekgeji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy
konstruktami a kontrolg. Uzyte oznaczenia istotnosci réznic: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001.

Zauwazono, ze takze na poziomie biatkowym wzgledny poziom ekspresji biatka BAX
(normalizowany wzgledem poziomu biatka GAPDH) byt istotnie wyzszy w komoérkach
transfekowanych konstruktami CGB 1.1 (M = 0,238 + 0,011), CGB 1.2 (M = 0,254 + 0,005) oraz
CGB 2.1 (M = 0,266 + 0,015), w poréwnaniu do poziomu notowanego dla préb kontrolnych
(M =0,194 + 0,001) (odpowiednio: p = 0,026, p = 0,002, p = 0,0003); (Rycina 38. i 39.).
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Rycina 38. Reprezentatywny wynik detekcji biatek BAX oraz GAPDH w izolatach biatkowych z linii
komoérkowej Hela siedemdziesigt dwie godziny po transfekeji, uzyskany metoda western blot.
CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty bialkowe z komoérek poddawanych
transfekcji z uzyciem wybranego konstruktu. K - komérki kontrolne, nietransfekowane.
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Rycina 39. Wzgledny poziom ekspresji biatka BAX oznaczony w izolatach komérek HeLa, znormalizowany
wobec biatka referencyjnego GAPDH. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty
bialkowe z komérek poddawanych transfekcji z uzyciem wybranego konstruktu. Kontrole
stanowily komorki nietransfekowane. Linie ciaglte nad wykresami ramka-wasy wskazuja na
réznice w poziomie biatka BAX pomiedzy konstruktami uzytymi podczas transfekcji. Linie
przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy konstruktami a kontrola.
Oznaczenia istotnosci réznic: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Dodatkowo poréwnano wplyw poszczegdlnych konstruktow CGB na poziom

biatka BAX. Zastosowany w tym celu test post hoc Tukeya wykazal, iz zastosowanie

konstruktow CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2 oraz CGB 5 wplywa na poziom biatka

BAX, zas réznice wystepujace pomiedzy probami sa istotnie statystyczne (Tabela 22.).

Tabela 22. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspresji biatka BAX oznaczonych
w izolatach komoérek HeLa, znormalizowanych wzgledem biatka referencyjnego GAPDH.
CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty bialkowe z komérek poddanych transfekc;ji
wybranym konstruktem CGB

konstrukty M, S P
CGB1.1 vs CGB22 0,238 + 0,011 vs 0,174 + 0,012 0,002
CGB1.1 vs CGB5 0,238 £ 0,011 vs 0,184 £ 0,006 0,014
CGB1.2 vs CGB22 0,254 £ 0,005 vs 0,174 £ 0,012 0,0003
CGB1.2 vs CGB5 0,254 £ 0,005 s 0,184 £ 0,006 0,0002
CGB2.1 vs CGB 22 0,266 £0,0015  wvs 0,174 £ 0,012 0,0002
CGB21 vs CGB5 0,266 +0,0015  vs 0,184 + 0,006 0,0002

Legenda:

M - $rednia arytmetyczna;
S - odchylenie standardowe;
P - poziom istotnosci statycznej.

76



Wyniki | 77

Kolejne analizy, tym razem poziomu transkryptéow genu BCL2 dowiodly,
ze w komoérkach transfekowanych konstruktem CGB 1.1 dochodzi do istotnego (p = 0,008)
wzrostu ekspresji BCL2 (Me =5 E7), w poréwnaniu do poziomu uzyskanego w komérkach
kontrolnych (Me = 29 E7). Istotny statystycznie nizszy poziom ekspresji BCL2,
w poréwnaniu do komorek kontrolnych, zauwazono w przypadku komorek
transfekowanych konstruktem CGB 1.2 (Me = 1 E7) oraz CGB 21 (Me = 1 EY);
(odpowiednio: p = 00007, p = 0,008). Nie zanotowano istotnych statystycznie réznic
(wzgledem komorek nietransfekowanych) w poziomie ekspresji BCL2 w przypadku
konstruktow CGB 2.2 oraz CGB 5 (p > 0,05); (Rycina 40.).

Przy pomocy testu post hoc Dunna okreslono réwniez wystepowanie réznic
w poziomie ekspresji BCL2 pomiedzy stosowanymi w pracy konstruktami. Na podstawie
otrzymanych wynikéw stwierdzono istotne réznice we wzglednym poziomie ekspresji
BCL2 w przypadku konstruktéw: CGB 1.1 vs CGB 1.2 (Me =5 E7vs Me=1 E7;, p = 0,016),
CGB1.2vsCGB 5 (Me =1 E7vs Me = 6 E7, p = 0,033), CGB 1.1 vs CGB 2.1 (Me =5 E7vs
Me=1E7; p=0,009) oraz CGB 2.1 vs CGB 5 (Me =1E7vs Me =6 E7; p=0,017); (Rycina 40.).
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Rycina 40. Relatywny poziom ekspresji genu BCL2 przyréwnany do poziomu ekspresji genu referencyjnego
HPRT w komoérkach linii HeLa transfekowanych konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB
2.2, CGB 5. Kontrole stanowily komérki niepoddane transfekcji. Linie ciggte nad wykresami
ramka-wasy wskazuja na réznice w poziomie ekspresji BCL2 pomiedzy konstruktami uzytymi
podczas transfekgeji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy
konstruktami a kontrolg. Oznaczenia istotnosci réznic: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

W celu zweryfikowania wynikéw eksperymentéw qPCR przeprowadzono analizy
metodg western blot wraz z oceng densytometryczng. Wyniki tych badan wykazaty
obnizong ekspresje biatka BCL-2 we wszystkich izolatach biatkowych otrzymanych

z komoérek poddanych transfekcji konstruktami CGB wzgledem rezultatéw uzyskanych
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dla préb kontrolnych (M = 0,602 + 0,014). Najnizszy poziom biatka BCL-2 zaobserwowano
w komérkach transfekowanych konstruktem CGB 2.2 (M = 0,294 + 0,018); (p < 0,0001).
Istotny statystycznie nizszy poziom biatka BCL-2, wzgledem tego notowanego
w komorkach kontrolnych, obserwowany byt w przypadku transfekcji konstruktami:
CGB1.1 (M =0,476 £ 0,03), CGB 1.2 (M = 0,324 £ 0,015), CGB 2.1 oraz (M = 0,374 £ 0,024);
(p <0,0001); (Rycina 41.142.).
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Rycina 41. Reprezentatywny wynik detekcji bialka BCL-2 oraz GAPDH metoda western blot, uzyskany dla
izolatéw bialkowych komoérek Hela siedemdziesiagt dwie godziny od transfekcji. CGB 1.1,
CGB1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty bialkowe z komérek poddawanych transfekcji
z uzyciem wybranego konstruktu. K - komérki kontrolne, nietransfekowane.
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Rycina 42. Wzgledny poziom ekspresji biatka BCL-2 oznaczony w izolatach linii HeLa, znormalizowany
wobec bialka referencyjnego GAPDH. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty
bialkowe z komérek poddanych transfekcji z uzyciem wybranego konstruktu. Kontrole stanowity
komorki nietransfekowane. Linie ciggte nad wykresami ramka-wasy wskazujg na réznice
w poziomie biatka BCL-2 pomiedzy konstruktami uzytymi podczas transfekcji. Linie przerywane
pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy konstruktami a kontrolg. Uzyte
oznaczenia istotnosci réznic: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Poréwnano réwniez poziom biatka BCL-2 w komoérkach transfekowanych

poszczegélnymi konstruktami. Test post hoc Tukeya, wykazal, ze zastosowanie
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odpowiednich konstruktéw, tj. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2 oraz CGB 5 wpltywalo

na poziom BCL-2, za$ réznice wystepujace pomiedzy prébami byly istotne statystycznie

(w kazdym przypadku p <0,05); (Tabela 23.).

Tabela 23. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspresji biatka BCL-2 oznaczonych
w izolatach komoérek Hela, znormalizowanych wobec biatka referencyjnego GAPDH. CGB 1.1,

CGB 1.2, CGB 21, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty bialkowe z komérek poddanych transfekcji
wybranym konstruktem CGB

konstrukty M, S P
CGB1.1 vs CGB1.2 0,476 = 0,03 vs 0,324 + 0,015 0,0001
CGB11 vs CGB21 0,476 £ 0,03 vs 0,374 + 0,024 0,0001
CGB1.1 vs CGB22 0,476 + 0,03 vs 0,294 + 0,018 0,0001
CGB 11 vs CGB5 0,476 + 0,03 vs 0,574 + 0,02 0,0001
CGB1.2 vs CGB21 0,324 + 0,015 vs 0,374 + 0,024 0,012
CGB1.2 vs CGB5 0,324 + 0,015 vs 0,574 + 0,02 0,0001
CGB21 vs CGB22 0,374 + 0,024 vs 0,294 + 0,018 0,0002
CGB21 vs CGB5 0,374 + 0,024 vs 0,574 + 0,02 0,0001
CGB22 vs CGB5 0,294 + 0,018 vs 0,574 + 0,02 0,0001

Legenda:

M - $rednia arytmetyczna;

S - odchylenie standardowe;

P - poziom istotnosci statycznej.

4.3.9. Ocena poziomu transkryptéw oraz biatka genéw kodujacych czynniki regulujace
proces apoptozy: BAX, BCL2 i BIRC5 w komorkach linii Ishikawa poddanych
transfekcji konstruktami CGB1, CGB2 oraz CGB5

Podobnie jak w przypadku komorek linii HelLa, siedemdziesiat dwie godziny
po transfekcji komorek linii Ishikawa, przeprowadzajac reakcje qPCR oraz western blot,
oceniano w nich poziomy transkryptéw i biatek genéw: BAX, BCL2 i BIRC5.

Wyniki poddano analizom statystycznym wykorzystujac test Kruskala-Wallisa.
Na jego podstawie w komorkach transfekowanych konstruktami CGB stwierdzono
wystepowanie istotnych réznic w poziomie ekspresji badanych genéw (p < 0,0001).
Za pomoca testu U-Manna-Whitneya wykazano istotnie obnizony, w poréwnaniu
do poziomu notowanego dla préb kontrolnych (Me = 0,02), poziom transkryptu BIRC5
w przypadku komoérek transfekowanych konstruktami: CGB 1.2 (Me = 0,006), CGB 2.1
(Me= 0,009), CGB 2.2 (Me = 0,008) oraz CGB 5 (Me = 0,006); (odpowiednio: p = 0,022,
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p=0011, p = 0011, p = 0,005). Réznicy w poziomie ekspresji BIRC5 nie stwierdzono
w przypadku komorek transfekowanych konstruktem CGB 1.1 (Rycina 43.).
Wyniki testu post hoc Dunna wykazaly brak istotnych réznic we wzglednym

poziomie ekspresji BIRC5 w zaleznosci od wykorzystanego konstruktu (Rycina 43.).
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Rycina 43. Relatywny poziom ekspresji genu BIRCS, przyréwnany do poziomu ekspresji genu referencyjnego
HPRT, w komoérkach linii Ishikawa transfekowanych konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1,
CGB 2.2, CGB 5. Kontrole stanowily komérki niepoddane transfekgji. Linie ciggle nad wykresami
ramka-wasy wskazuja na réznice w poziomie ekspresji BIRC5 pomiedzy konstruktami uzytymi
podczas transfekgeji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy
konstruktami a kontrolg. Uzyte oznaczenia istotnosci réznic: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Zmiany poziomu ekspresji genu BIRC5 w komorkach Ishikawa transfekowanych
konstruktami CGB potwierdzano takze na poziomie biatka. Analizy prowadzono metoda
western blot i densytometrycznie mierzac wzgledng iloé¢ biatka surwiwina,
normalizowanego wzgledem poziomu ekspresji referencyjnego biatka GAPDH.
Uzycie testu post hoc Dunnetta dowiodlo, zew przypadku konstruktéw: CGB 1.1
M=0,174+0,018), CGB 1.2 (M = 0,212+ 0,025) oraz CGB 5 (M = 0,272 + 0,019) iloé¢ surwiwiny
w transfektantach réznita sie istotnie w poréwnaniu do poziomu zanotowanego dla préb

kontrolnych (M = 0,332 + 0,004); (p <0,0001); (Rycina 44.1i45.).
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Rycina 44. Reprezentatywny wynik detekcji biatka surwiwina oraz GAPDH w izolatach biatkowych z linii
komoérkowej Ishikawa siedemdziesigt dwie godziny po transfekcji, uzyskany metoda western
blot. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty biatkowe z komérek poddawanych
transfekcji z uzyciem wybranego konstruktu. K - komérki kontrolne, nietransfekowane.
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Rycina 45. Wzgledny poziom ekspresji biatka surwiwina oznaczony w izolatach linii Ishikawa,
znormalizowany wobec biatka referencyjnego GAPDH. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2,
CGB 5 - izolaty biatkowe z komérek poddanych transfekcji z uzyciem wybranego konstruktu.
Kontrole stanowitly komorki nietransfekowane. Linie ciggte nad wykresami ramka-wasy
wskazuja na réznice w poziomie bialka surwiwina pomiedzy konstruktami uzytymi podczas
transfekcji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy
konstruktami a kontrola. Uzyte oznaczenia istotnosci réznic: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Dodatkowo poréwnano poziomy ekspresji biatka surwiwiny w komoérkach
transfekowanych poszczegélnymi konstruktami CGB. Zastosowany test post hoc Tukeya
wykazat, iz konstrukty: CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2 oraz CGB 5 wplywaja istotnie

na zmiany pozioméw surwiwiny (Tabela 24.).
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Tabela 24. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspresji biatka surwiwina w izolatach
komérkowych linii Ishikawa, znormalizowanych wobec biatka referencyjnego GAPDH. CGB 1.1,
CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty komérkowe poddawane transfekcji z uzyciem
wybranego konstruktu

konstrukty M, S p

CGB1.1 vs CGB1.2 0,174 £ 0,018 vs 0,212 £ 0,025 0,03

CGB1.1 vs CGB 2.1 0,174 + 0,018 vs 0,304 £ 0,019 0,0001
CGB1.1 vs CGB22 0,174 + 0,018 vs 0,304 £ 0,015 0,0001
CGB1.1 vs CGB5 0,174 + 0,018 vs 0,272+ 0,019 0,0001
CGB1.2 vs CGB2.1 0,212 £ 0,025 vs 0,304 £ 0,019 0,0001
CGB1.2 vs CGB 2.2 0,212+ 0,025 s 0,304 £ 0,015 0,0001
CGB1.2 vs CGB5 0,212 £ 0,025 vs 0,272 £ 0,019 0,0005

Legenda:

M - érednia arytmetyczna;

S - odchylenie standardowe;

P - poziom istotnosci statycznej.

W dalszej kolejnosci okre$lano wplyw nadekspresji podjednostki beta hCG
w komérkach Ishikawa na zmiany w poziomie ekspresji genow BCL2 i BAX.

Analiza statystyczna (test Kruskala-Wallisa) wynikéw do$wiadczenn wykonanych
metoda qPCR nie wykazala istotnych réznic w poziomach transkryptow BAX
w przypadku komorek transfekowanych wszystkimi konstruktami: CGB 1.1 (Me = 5 E9),
CGB 1.2 (Me =1 E#%), CGB 2.1 (Me =3 E¢), CGB 2.2 (Me = 3 E¢) oraz CGB 5 (Me =3 E5),
w poréwnaniu do préb kontrolnych (Me =2 E%); (p > 0,05); (Rycina 46.).

Za pomoca testu post hoc Dunna, okreslono obecnoé¢ réznic pomiedzy
poszczegdlnymi konstruktami CGB w potencjale do indukowania zmian w ekspresji genu
BAX. Na podstawie wykonanych analiz stwierdzono istotne réznice we wzglednym
poziomie ekspresji jedynie w przypadku wykorzystania w transfekcji nastepujacych

konstruktow: CGB 1.2 vs CGB 5 (Me=1E*¢vs Me=3 E6; p=0,04); (Rycina 46.).
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Rycina 46. Relatywny poziom ekspresji genu BAX przyréwnany do poziomu ekspresji genu referencyjnego
HPRT w komorkach linii Ishikawa transfekowanych konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1,
CGB 2.2, CGB 5. Kontrole stanowily komérki niepoddane transfekgji. Linie ciggle nad wykresami
ramka-wasy wskazuja na réznice w poziomie ekspresji BAX pomiedzy konstruktami uzytymi
podczas transfekcji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy
konstruktami a kontrola. Oznaczenia istotnosci réznic: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Dokonujac oceny (z uzyciem testu post hoc Dunnetta) wptywu konstruktow CGB

na ekspresje BAX na poziomie biatkowym dowiedziono, ze wzgledny poziom ekspresji

biatka BAX réznit sie istotnie w komorkach transfekowanych wszystkimi konstruktami:
CGB 1.1 M=0,234+0,015), CGB 1.2 (M =0,164 + 0,025), CGB 2.1 (M = 0,214 + 0,028), CGB 2.2
(M=0,246+0,023) oraz CGB 5 (M =0,294 £ 0,011), w odniesieniu do poziomu odnotowanego
dla prob kontrolnych (M = 0,456 + 0,029); (we wszystkich przypadkach p <0,0001);

(Rycina 47.148.).

Dodatkowo wykonano poréwnanie pozioméw ekspresji BAX na poziomie biatka

pomiedzy komoérkami transfekowanymi poszczegdlnymi konstruktami. Wykorzystanie

testu post hoc Tukeya, dowiodlo, iz zastosowanie konstruktéw: CGB 1.1, CGB 1.2,

CGB 2.1, CGB 2.2 oraz CGB 5 wplywalo istotnie na poziom biatka BAX w analizowanych

probach (Tabela 25.).
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Rycina 47.Reprezentatywny wynik detekcji bialek BAX oraz GAPDH w izolatach biatkowych z linii
komorkowej Ishikawa siedemdziesigt dwie godziny po transfekcji, uzyskany metoda western
blot. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty bialkowe z komoérek poddawanych
transfekdcji z uzyciem wybranego konstruktu. K - komérki kontrolne, nietransfekowane.
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Rycina 48. Wzgledny poziom ekspresji biatka BAX oznaczony w izolatach komoérkowych linii Ishikawa,
znormalizowany wobec biatka referencyjnego GAPDH. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2,
CGB 5 - izolaty biatkowe z komérek poddanych transfekcji z uzyciem wybranego konstruktu.
Kontrole stanowitly komorki nietransfekowane. Linie ciggte nad wykresami ramka-wasy
wskazuja na réznice w poziomie biatka BAX pomiedzy konstruktami uzytymi podczas
transfekcji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazujg réznice pomiedzy
konstruktami a kontrola. Oznaczenia istotnosci réznic: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Tabela 25. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspresji biatka BAX oznaczonych
w izolatach biatkowych Ishikawa, znormalizowanych wobec biatka referencyjnego GAPDH.
CGB1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty z komérek poddawanych transfekcji
z uzyciem wybranego konstruktu

konstrukty M, S P
CGB1.1 vs CGB1.2 0,234 + 0,015 vs 0,164 + 0,025 0,0011
CGB1.1 vs CGB5 0,234 + 0,015 vs 0,294 + 0,011 0,005
CGB1.2 vs CGB21 0,164 + 0,025 vs 0,214 + 0,028 0,02
CGB1.2 vs CGB2.2 0,164 + 0,025 vs 0,246 + 0,023 0,0002
CGB1.2 vs CGB5 0,164 + 0,025 vs 0,294 + 0,011 0,0001
CGB21 vs CGB5 0,214 + 0,028 vs 0,294 + 0,011 0,0003
CGB22 vs CGB5 0,246 + 0,023 vs 0,294 + 0,011 0,03

Legenda:

M - érednia arytmetyczna;

S - odchylenie standardowe;

P - poziom istotnosci statycznej.

W przypadku analiz (przeprowadzonych z wykorzystaniem testu U-Manna-
Whitneya) zmian w poziomie transkryptow BCL2 w komorkach Ishikawa
transfekowanych konstruktami CGB zauwazono istotnie obnizony poziom transkryptéw
BCL2, w poréwnaniu do poziomu mRNA tego genu odnotowanego dla préb kontrolnych
(Me = 2 E7). W przypadku komorek transfekowanych poszczegdlnymi konstruktami
poziom ten wynosil odpowiednio: CGB 1.1 - Me =5 E8, CGB 1.2 - Me=4 E®, CGB 2.1 -
Me=2ES$ CGB 2.2 - Me =2 E#8 oraz CGB 5 - Me=1 E 3, (odpowiednio: p=0,011, p = 0,002,
p=0011, p=0,011, p=0,005); (Rycina 49.). Réznice pomiedzy badanymi konstruktami
okreélano takze za pomoca testu post hoc Dunna. Jego wyniki pozwolily na stwierdzenie
wystepowania istotnych réznic we wzglednym poziomie ekspresji genu BCL2
w przypadku zastosowania konstruktéow: CGB 1.1 vs CGB 1.2 (Me =5 E® vs Me = 4 E,
p=0,002) oraz CGB 1.2 vs CGB 2.2 (Me =4 E%vs Me =2ES$,; p=0,04); (Rycina 49.).
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Rycina 49. Relatywny poziom ekspresji genu BCL2 przyréwnany do poziomu ekspresji genu referencyjnego
HPRT w komoérkach linii Ishikawa transfekowanych konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1,
CGB 2.2, CGB 5. Kontrole stanowily komoérki niepoddane transfekeji. Linie ciagle nad wykresami
ramka-wgsy wskazuja na réznice w poziomie ekspresji BCL2 pomiedzy konstruktami uzytymi
podczas transfekcji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy
konstruktami a kontrolg. Uzyte oznaczenia istotnosci réznic: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Badanie zmian ekspresji genu BCL2 na poziomie biatka przeprowadzone metoda
western blot wykazalo zmiany w ilosci produkowanego biatka w komorkach
transfekowanych konstruktami CGB. Analizy densytometryczne pokazaly obnizong
ekspresje BCL-2 we wszystkich izolatach biatkowych otrzymanych z komoérek
poddawanych transfekcji. Stosujac test post hoc Dunnetta zauwazono, ze w poréwnaniu
do poziomu notowanego dla préb kontrolnych (M = 0462 + 0,026), komoérki transfekowane
konstruktem CGB 1.2 cechuje najnizszy poziom biatka BCL-2 (M = 0236 +0,011);
(p<0,0001). Cowiecej, istotnie nizszy poziom biatka BCL-2, wzgledem komorek
kontrolnych, obserwowany byt réwniez w przypadku transfekcji konstruktami: CGB 1.1
(M =10,372+0,022; p <0,0001), CGB 2.1 (M = 0,404 + 0,033; p = 0,001), CGB 2.2 oraz (M =0,326
+0,011; p<0,0001) oraz CGB 5 (M =0,272£0,014; p <0,0001); (Rycina 50. i 51.).
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Rycina 50. Reprezentatywny wynik detekcji bialek BCL-2 oraz GAPDH w izolatach bialkowych z linii
komorkowej Ishikawa siedemdziesigt dwie godziny po transfekcji, uzyskany metoda western
blot. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty biatkowe z komérek poddawanych
transfekcji z uzyciem wybranego konstruktu. K - komérki kontrolne, nietransfekowane.
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Rycina 51. Wzgledny poziom ekspresji biatka BCL-2 oznaczony w izolatach biatkowych linii Ishikawa
znormalizowany wobec biatka referencyjnego GAPDH. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2,
CGB 5 - izolaty biatkowe z komérek poddanych transfekcji z uzyciem wybranego konstruktu.
Kontrole stanowily komorki nietransfekowane. Linie ciggte nad wykresami ramka-wasy
wskazuja na réznice  poziomie bialka BCL-2 pomiedzy konstruktami uzytymi podczas
transfekcji. Linie przerywane pod wykresami ramka-wasy wskazujg réznice pomiedzy
konstruktami a kontrola. Oznaczenia istotnosci réznic: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Wykorzystujac test post hoc Tukeya poréwnano réwniez poziomy biatka BCL-2
pomiedzy analizowanymi konstruktami. Wykazano, iz zastosowanie konstruktow:
CGB1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2 oraz CGB 5 wplywa na poziom biatka BCL-2, za$

réznice wystepujace pomiedzy probami sa istotne statystycznie (Tabela 26.).
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Tabela 26. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspresji bialka BCL-2 oznaczonych
w izolatach komoérkowych linii Ishikawa, znormalizowanych wobec biatka referencyjnego
GAPDH. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty komérkowe poddawane
transfekcji z uzyciem wybranego konstruktu

konstrukty M, S P

CGB1.1 vs CGB1.2 0,372 + 0,022 vs 0,236 + 0,011 0,0001
CGB1.1 vs CGB22 0,372 + 0,022 vs 0,326 + 0,011 0,03

CGB1.1 vs CGB5 0,372 + 0,022 vs 0,272 + 0,014 0,0001
CGB1.2 vs CGB21 0,236 + 0,011 vs 0,404 + 0,033 0,0001
CGB1.2 vs CGB22 0,236 + 0,011 vs 0,326 + 0,011 0,0001
CGB21 vs CGB22 0,404 + 0,033 vs 0,326 + 0,011 0,0001
CGB21 vs CGB5 0,404 + 0,033 vs 0,272 + 0,014 0,0001
CGB22 vs CGB5 0,326 + 0,011 vs 0,272+ 0,014 0,007

Legenda:

M - érednia arytmetyczna;

S - odchylenie standardowe;

P - poziom istotnosci statycznej.

4.3.10. Ocena wptywu nadekspresji CGB1, CGB2 oraz CGB5 na indukowana apoptoze
komorek linii HeLa oraz Ishikawa

Aby oceni¢ wplyw nadekspresji podjednostki beta ludzkiej gonadotropiny
kosméwkowej na indukcje apoptozy, komorki linii HelLa oraz Ishikawa traktowano
zwigzkiem PK 11195.

Komoérki poddano dziataniu zwiazku w poczatkowo testowanych stezeniach
w zakresie 10 - 100 pM.

Zmiany morfologiczne charakterystyczne dla procesu apoptozy oceniano po 24
godzinach inkubacji z PK 11195, stosujac mieszanine barwnikéw fluorescencyjnych -
bisbenzymidu (Hoechst 33342) oraz jodku propidyny zgodnie z protokolem opisanym
w podrozdziale 3.2.19.

Do dalszych doswiadczen, w ktérych PK 11195 podawano do komorek 48 godzin
po transfekcji konstruktami CGB, wybrano stezenie 100 pM. Wybrano je ze wzgledu na
fakt, ze indukowato ono najwyzszy - 50% odsetek apoptozy w kontrolnych komérkach
przy jednoczesnie niskim - 5% odsetku komoérek nekrotycznych.

Na podstawie przeprowadzonego testu jednoczynnikowej analizy wariangji
ANOVA stwierdzono, iz odsetek komérek apoptotycznych, analizowany dwadziescia
cztery godziny od podania zwigzku PK 11195 wykazywal wystepowanie istotnych r6éznic

pomiedzy analizowanymi konstruktami, w poréwnaniu z rezultatami uzyskanymi dla
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préb kontrolnych (p < 0,0001). Zastosowany test post hoc Dunnetta wykazal,
iz najmniejszym odsetkiem komorek apoptotycznych charakteryzowaly sie komorki
poddane transfekcji z wykorzystaniem konstruktu CGB 5 (M = 16,22 + 0,3) w poréwnaniu
z odsetkiem zanotowanym w komorkach nietransfekowanych (M = 46,15 + 0,63);
(p <0,0001). Pozostate konstrukty réwniez wpltywaly modulujagco na odsetek komoérek
apoptotycznych. Przeprowadzone analizy wykazaly, iz w przypadku uzycia konstruktu
CGB 1.1 M =18,68 + 046), CGB 1.2 (M = 23,31 +£0,29), CGB 2.1 (M = 20,14 + 0,22) oraz
CGB 22 (M = 2519 +£0,21) odsetek komoérek apoptotycznych byl istotnie nizszy,
w poréwnaniu do komérek kontrolnych (M = 46,15 + 0,63); (p < 0,0001); (Rycina 52. i 53.).
Ponadto, wykorzystujac test post hoc Tukeya analizowano wplyw poszczegélnych
konstruktéow CGB na odsetki komorek apoptotycznych po indukcji procesu $mierci
komorki (Tabela 27.). Wykazano istotne réznice w odsetku komoérek apoptotycznych,
w zaleznoéci od wykorzystanego do eksperymentu konstruktu. Jedynie pomiedzy
CGB 1.1 i CGB 2.1 nie wykazano réznicy istotnej statystycznie (p > 0,05); (Rycina 52.).
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Rycina 52. Odsetek komorek linii HeLa transfekowanych konstruktami CGB. Kontrole stanowity komérki
nietransfekowane. Linie ciggte nad wykresami ramka-wasy wskazuja na réznice obecne
pomiedzy konstruktami uzytymi podczas transfekcji. Linie przerywane pod wykresami ramka-
wasy wskazujg réznice pomiedzy konstruktami a kontrola.

Oznaczenia istotno$ci réznic: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001.
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Tabela 27. Wyniki analiz statystycznych (test post hoc Tukeya) odsetka komorek apoptotycznych dla linii
komorkowej HeLa. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - stosowane konstrukty CGB

konstrukty

vs

M, S P

18,68 £ 0,46 S

25,19+£0,21

CGB1.2 vS

CGB21

23,31+£0,29 vs 20,14 +0,22 0,0001

CGB1.2 vs CGB5

23,31+£0,29 vs 16,22+0,3 0,0001

CGB21 Us CGB5

20,14+ 0,22 Us 16,22+ 0,3 0,0001

Legenda:

M - érednia arytmetyczna;

S - odchylenie standardowe;

p - poziom istotnosci statycznej.
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W przypadku komorek linii Ishikawa, na podstawie przeprowadzonego testu
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA stwierdzono, iz odsetek komorek
apoptotycznych, analizowany dwadziescia cztery godziny od podania zwigzku PK 11195,
wykazywal wystepowanie istotnych réznic pomiedzy analizowanymi konstruktami,
w poréwnaniu z rezultatami uzyskanymi dla préb kontrolnych (p < 0,0001). Zastosowany
test post hoc Dunnetta wykazal, iz najmniejszym odsetkiem komoérek apoptotycznych
charakteryzowaty sie¢ komorki poddane transfekcji z wykorzystaniem konstruktu CGB 5
M = 1411 = 058), w poréwnaniu zodsetkiem zanotowanym w komorkach
nietransfekowanych (M = 42,92 + 0,51); (p <0,0001). Pozostale konstrukty réwniez
wplywaly modulujaco na odsetek komérek apoptotycznych. Przeprowadzone analizy
wykazaly, iz w przypadku uzycia konstruktu CGB 1.1 (M = 17,25 + 0,22), CGB 2.1
M=16,6 +0,24), CGB 1.2 (M = 21,2 £0,37) oraz CGB 2.2 (M = 22,74 +0,42) odsetek
komoérek apoptotycznych byl istotnie nizszy, w poréwnaniu do komoérek kontrolnych
(M =42,92 +0,51); (p < 0,0001); (Rycina 54. i 55.).

Ponadto, wykorzystujac test post hoc Tukeya analizowano wpltyw poszczegélnych
konstruktow CGB na liczbe komoérek apoptotycznych po indukcji procesu $mierci
komérki (Tabela 28.). Wykazano istotne réznice w odsetku komorek apoptotycznych,
w zaleznosci od wykorzystanego do eksperymentu konstruktu. Jedynie pomiedzy
CGB1.11i CGB 2.1 oraz CGB 1.2 i CGB 2.2 réznica nie wykazatla istotnosci statystycznej
(p > 0,05); (Rycina 54.155.).
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Rycina 54. Odsetek komoérek apoptotycznych linii Ishikawa transfekowanych konstruktami CGB. Kontrole
stanowily komorki nietransfekowane. Linie ciaggte nad wykresami ramka-wasy wskazuja na
réznice obecne pomiedzy konstruktami uzytymi podczas transfekcji. Linie przerywane pod
wykresami ramka-wasy wskazuja réznice pomiedzy konstruktami a kontrola.

Oznaczenia istotnosci réznic: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Tabela 28. Wyniki analiz statystycznych (test post hoc Tukeya) odsetka komorek apoptotycznych dla linii
komoérkowej Ishikawa. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - stosowane konstrukty CGB

konstrukty M, S P
CGB1.1 vs CGB1.2 17,25+ 0,22 vs 21,2+0,37 0,0001
CGB1.1 vs CGB22 17,25+ 0,22 vs 22,74 + 0,42 0,0001
CGB1.1 vs CGB5 17,25 + 0,22 vs 14,11 + 0,58 0,0002
CGB1.2 vs CGB21 21,2+0,37 vs 16,6 + 0,24 0,0001
CGB1.2 vs CGB5 21,2+0,37 vs 14,11 + 0,58 0,0001
CGB21 vs CGB22 16,6 + 0,24 vs 22,74 + 0,42 0,0001
CGB 2.1 vs CGB5 16,6 £ 0,24 vs 14,11 + 0,58 0,003
CGB 22 vs CGB5 22,74 0,42 vs 14,11 + 0,58 0,0001

Legenda:

M - érednia arytmetyczna;
S - odchylenie standardowe;
P - poziom istotnosci statycznej.
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Dyskusja

5. Dyskusja

Ludzka gonadotropina kosméwkowa jest glikoproteinowym hormonem,
produkowanym przez komorki syncytiotrofoblastu, ktéry odpowiada za podtrzymanie
ciazy, stad potocznie nazywana jest hormonem cigzowym?. Dotychczas
udokumentowano istotny wplyw hCG na szereg proceséw zwigzanych z prawidlowym
rozwojem i przebiegiem ciazy, miedzy innymi na: implantacje zarodka, rozwoj
kosmoéwki, prawidlowy przebieg proceséw angiogenezy w tozysku, powstawanie tetnic
spiralnych odzywiajacych ptéd. Gonadotropina kosméwkowa wplywa réwniez na
komérki uktadu immunologicznego, ostabiajac odpowiedZ matki aktywowana w wyniku
ekspozycji przez ptéd antygenéw ojcowskich092-%, Zaburzenia wydzielania hormonu
prowadza do szeregu powiklan, a pomiar jego stezenia w moczu i surowicy wskazuje na
nieprawidlowoéci w przebiegu cigzy?”.

Innym niemniej waznym aspektem dzialania ludzkiej gonadotropiny
kosméwkowej jest jej udzial w procesach nowotworowych. Badania ostatnich lat
wskazuja, ze hCG, a w szczeg6lnosci jej podjednostka beta - hCGp, wplywa modulujaco
na funkcje zyciowe zaréwno komoérek nowotworéw trofoblastycznych, jak réwniez tych
niemajacych  pochodzenia trofoblastycznego®%-100.  Co  wiecej, obecnoé¢ wolnej
podjednostki beta hormonu cechuje przerzuty nowotworowe oraz koreluje ze stabsza
odpowiedzig na chemio- i radioterapie i ogélnym ztym rokowaniem?7.101,

Do powstania podjednostki beta ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej, zaréwno
w ciazy jak i podczas nowotworzenia, dochodzi wskutek ekspresji tkankowo zaleznych
gendw mieszczacych sie na chromosomie 19 (19q13.3), opisanych jako CGB1-CGB9. Geny
te zostaly podzielone na dwa typy, tj. geny pierwszego typu, do ktérych zaliczono CGB7
i CGBY (ich produkt biatkowy posiada alanine w pozycji 117.), oraz geny drugiego typu,
do ktérych naleza: CGB3, CGB5, CGB6 oraz CGBS (ich produkt biatkowy posiada kwas
asparaginowy w pozycji 117.)102103. Do niedawna niestusznie sadzono, iz CGB1 oraz CGB2
sa pseudogenami. Na przestrzeni ostatnich lat wykazano bowiem obecnos¢ transkryptow
tych genéw w prawidlowych tkankach: lozyska, jader, przysadki oraz tkankach
zmienionych nowotworowo: sutka i jajnika oraz w ustalonych linach komérkowych raka
pecherza moczowego (SCaBER i RT112) i raka piersi (C2235)1520,22,24,90,104-106,

Poziom ekspresji poszczegélnych genéw CGB nie jest rownocenny. W przypadku

prawidlowego lozyska genem najbardziej aktywnym transkrypcyjnie jest CGBS5,
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z ekspresja wyzsza nawet dwadzieScia razy, w poréwnaniu do pozostatych genéw CGB.
Nizszg aktywnos$¢ wykazuja odpowiednio pozostate geny: CGB3, CGB6, CGB7, CGBS,
CGB9 oraz CGB1 i CGB2, przy czym poziom ekspresji CGB1 i 2 jest nizszy
az tysigckrotnie?107,

Mimo, ze poziom ekspresji CGB1 i CGB2 jest nieproporcjonalnie nizszy
w poréwnaniu do catkowitej ekspresji pozostalych CGB, wykazano, ze transkrypty tych
genéw odgrywajq istotng role w procesie inwazji kosméwki i implantacji zarodkal(’.
Ponadto specyficzne zahamowanie ekspresji genéw CGB1 i 2 w warunkach hodowli
in vitro jest znacznie bardziej skuteczne w zmniejszaniu liczby komoérek rakowych niz
wyciszanie pozostalych genéw CGB%. Stad, mimo, iz dotychczas nie udalo sie
wyizolowa¢é biatkowego produktu CGB1 oraz CGB2 sugeruje sie, Ze geny te mozna uznac
za kluczowe dla rozwoju raka.

W sSwietle tych doniesiery, w niniejszej pracy podjeto probe wykazania aktywnosci
genéw CGB1 i CGB2 w wybranych rakach zenskich narzadéw plciowych oraz okreélenia
wplywu ich ekspresji na biologie komérek nowotworowych w warunkach in vitro.

W celu dokonania selekcji odpowiednich linii komérkowych majacych stanowic
model raka w prowadzonych badaniach in vitro, przestudiowano bazy danych TCGA -
UALCAN oraz Provisional. W oparciu o przeprowadzone in silico analizy stwierdzono,
ze obecnos¢ transkryptéow CGB1, CGB2 oraz CGB5 cechuje tkanki raka endometrium.
Poréwnanie pozioméw ekspresji badanych genéw, wyrazonych w liczbie transkryptow
na milion (TPM), w rakach oraz w tkankach niezmienionych nowotworowo wykazato,
ze wartosci TPM dla tkanek raka endometrium oraz tkanek endometrium niezmienionych
nowotworowo rézna sie istotnie. Wartosci median liczby kopii transkryptéw CGB1, CGB2
oraz CGB5 byly wyzsze w przypadku tkanek nowotworowych. Dalsze analizy in silico
pokazaty, ze prawidlowe tkanki szyjki macicy cechuje brak obecnosci transkryptéw CGB1
i CGB2. W tkankach raka szyjki macicy (typ histopatologiczny: ptaskonablonkowy i
mieszany) odnotowano wystepowanie transkryptéow CGBI1 i CGB2, jednak w wyniku
poréwnania wartoéci TPM obu genéw w tkankach zmienionych nowotworowo oraz
tkankach prawidlowych nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy grupami. Z kolei
zaréwno tkanki szyjki macicy niezmienione nowotworowo jak i raki cechowata ekspresja
CGB5, przy czym wartosci median liczby kopii transkryptow CGB5 byly wyzsze w
przypadku tkanek zmienionych nowotworowo; réznice byly istotne statystycznie¢8s.

Zgodnie z  powyzszymi wynikami jako ~model eksperymentalny

w przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach nad wplywem ekspresji genéw CGB1
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i CGB2 na biologie komoérek nowotworowych in vitro wybrano dwie linie komérkowe -
Ishikawa wywodzaca sie z ludzkiego nablonkowego gruczolakoraka endometrium oraz
linie HeLa wyprowadzona z gruczolakoraka szyjki macicy.

Ze wzgledu na brak danych dotyczacych biatkowego produktu genéw CGB1 oraz
CGB2, przystepujac do badan przeprowadzono analizy in silico sekwencji badanych
gendéw, zdeponowane w bioinformatycznych bazach danych. Wykorzystujac informacje
dotyczace genéw CGBI i CGB2 przygotowano i zastosowano dwa rodzaje konstruktow
zawierajacych: 1) sekwencje kodujaca hipotetyczne biatka homologiczne do hCGp -
wektory CGB 1.1 i CGB 2.1 oraz 2) sekwencje uwzgledniajaca przesuniecie ramki odczytu
powodujaca powstanie 132. aminokwasowego biatka réznego od hCGP -
konstrukty CGB1.2i CGB 2.218.  Jednoczesnie jako kontrole prowadzonych badan
zastosowano konstrukt zawierajacy sekwencje kodujaca genu CGB5. Gen ten wybrano ze
wzgledu na udowodniona w literaturze przedmiotu najsilniejsza aktywnosé
transkrypcyjng sposréd genéw CGB3-9 obserwowana w réznych typach tkanek, w tym
tkankach zmienionych nowotworowo%10s,

Biorac pod uwage czas wymagany do przeprowadzenia syntezy biatka na matrycy
sekwencji kodowanych przez przygotowane konstrukty, wszystkie analizy i obserwacje
transfekowanych komoérek wykonano po wuplywie czterdziestu o$miu i/lub
siedemdziesieciu dwoch godzinach od momentu transfekgji.

Aby potwierdzi¢ nadekspresje genéw kodujacych podjednostke beta ludzkiej
gonadotropiny kosmoéwkowej w transfekowanych komoérkach, poziom transkryptow
CGB sprawdzono metoda qPCR. Analiza wynikéw pokazatla, ze transfekcja komorek linii
HelLa i Ishikawa wszystkimi przygotowanymi konstruktami prowadzila do zwiekszenia
ekspresji genow CGB, potwierdzonej na poziomie mRNA. Zanotowane wartosci
wzglednego poziomu ekspresji CGB byly kilka tysiecy razy wyzsze w poréwnaniu do
poziomu obserwowanego w komoérkach kontrolnych, niepoddanych transfekgji.

Wykorzystujac metode western blot potwierdzono réwniez, ze wykorzystane do
transfekcji komoérek Hela i Ishikawa konstrukty CGB 1.1, CGB 2.1 oraz CGB 5
prowadzily do wzrostu poziomu biatka hCGB. W przypadku konstruktow CGB 1.2
i CGB 2.2 w obu liniach komérkowych nie odnotowano zwiekszenia syntezy hCGp. Brak
nadekspresji biatka w izolatach z komérek poddawanych transfekcji tymi konstruktami,
dowodzi stusznosci hipotezy zakladajacej, ze w wyniku przesunigecia ramki odczytu
i wykorzystania alternatywnego kodonu start na matrycy CGBI i CGB2 powstaja biatka,
rézne od klasycznego hCGP15. Zatem produkty biatkowe konstruktéw CGB 1.2 i CGB 2.2
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zawierajacych sekwencje uwzgledniajace wlasnie alternatywny kodon start mogly
pozosta¢ nierozpoznawane przez zastosowane w pracy przeciwcialo, skierowane
przeciwko klasycznemu hCGp.

Co ciekawe, mimo, iz w komoérkach Hel a i Ishikawa transfekowanych wektorami
CGB1.2iCGB2.2 nie potwierdzono nadekspresji hCGB na poziomie biatka, dalsze
analizy wykazaly, ze transfekcja komorek tymi konstruktami, podobnie jak transfekcja
komérek konstruktami CGB 1.1, CGB 2.1 oraz CGB 5 wplywa na ich czynnosci zyciowe,
takie jak proliferacja, zdolno$¢ do migracji i apoptoza.

Zréznicowane, nienowotworowe komorki somatyczne organizmu ludzkiego
cechuje okre$lona, maksymalna liczba podzialéw komoérkowych, zwana limitem
Hayflicka!®. Po przekroczeniu tego limitu, dochodzi do zainicjowania w komérkach
programowanej $mierci, czyli apoptozy. Sam proces proliferacji komoérkowej jest
wynikiem zlozonych mechanizméw molekularnych, interakcji pomiedzy inhibujacymi
i stymulujacymi czynnikami wzrostowymi, majacymi na celu zapewnienie homeostazy.
Takze wzajemny stosunek ilosciowy biatkowych produktéw okreslonych genéw
uczestniczacych w procesie apoptozy decyduje o losach poszczegélnych komorek.
Komérki nowotworowe, na skutek gromadzonych mutacji w DNA, cechuje utrata
kontroli regulacji cyklu komérkowego, co skutkuje m.in. ich ustawiczng proliferacja!®.
Jednym z kluczowych aspektéw lepszego zrozumienia proceséw nowotworzenia, takze
tych toczacych sie w mikrosrodowisku guza, jest wiedza na temat kinetyki cyklu
komoérkowego. Cykl komoérek somatycznych podzielony jest na dwa gléwne etapy -
mitoze i interfaze, w ktérych, wyszczegolnia sie cztery fazy: M, GO/G1, S, G2. Calos¢
cyklu jest regulowana miedzy innymi przez kinazy zalezne od cyklin (CDK, ang. cyclin-
dependent kinase). Aktywnos¢ CDK zaangazowanych w regulacje cyklu komoérkowego jest
Scisle kontrolowana; z jednej strony cykl jest zarzadzany przez sygnaly mitogenne,
z drugiej strony moze by¢ hamowany przez aktywacje punktéw kontrolnych cyklu
w odpowiedzi na uszkodzenie DNA!, Oprécz kinaz zaleznych od cyklin kluczowych,
dla przejscia pomiedzy poszczegélnymi fazami cyklu, wazny jest takze szereg innych
czynnikéw. Jednym z takich czynnikéw moze by¢ podjednostka beta ludzkiej
gonadotropiny kosméwkowe;j.

W celu oceny wplywu nadekspresji hCGP na cykl zyciowy komoérek
nowotworowych linii HeLa i Ishikawa konstruktami kodujagcymi geny CGB1, CGB2
i CGB5, transfektanty analizowano metoda cytometrii przeplywowej, po wybarwieniu

komoérek jodkiem propidyny. Otrzymane wyniki wykazaly, ze uzycie dwoéch
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z przygotowanych w pracy konstruktéw: CGB 2.1 oraz CGB 5 zwigkszato (o $rednio
prawie dziesie¢ punktow procentowych) liczebnos¢ komoérek Hela w fazie S
(jednoczeénie zmniejszajac odsetek komoérek w fazie GO/G1). Uzyskane wyniki dowodza,
iz konstrukty genowe CGB 2.1 oraz CGB 5 dzialaja promujaco na proliferacje komoérek
linii HeLa.

Z kolei analiza cyklu komoérek linii Ishikawa wykazala, ze transfekcja komorek
konstruktami: CGB 1.1, CGB 2.1 oraz CGB 5 istotnie zwigkszata odsetek komoérek
proliferujacych, znajdujacych sie¢ w fazie S (przyrost wynosit $rednio trzy-cztery punkty
procentowe, wzgledem odsetka zanotowanego dla komorek kontrolnych). Konstrukty
CGB 2.1, CGB 2.2 oraz CGB 5 wplywaly istotnie na zwiekszenie odsetka komoérek w fazie
G2/M (wynibst on Srednio trzy-cztery punkty procentowe wiecej niz odsetek zanotowany
dla komoérek kontrolnych).

Ocene faz cyklu komoérkowego wykorzystujaca metode barwienia DNA po raz
pierwszy opisano w latach szesé¢dziesiagtych XX wieku!2. Pomiar zawartosci DNA
komérkowego w jednym punkcie czasowym pozwala na stosunkowo prosta analize
cyklu. Takie oznaczenie pokazuje stan cyklu zyciowego komérek znajdujacych sie w fazie
GO0/G1 (2n), S (2n-4n) i G2/M (4n)113. Nalezy zwroéci¢ uwage, iz mimo rozwoju technik
wykorzystujacych nowe barwniki fluorescencyjne, pozwalajacych na kompleksowa
analize zawartoéci DNA i ocene markeréw zwigzanych z proliferacja, ocena cyklu
komérkowego moze nadal wigza¢ sie z pewnymi ograniczeniami. Nawet stosowanie
kilku barwnikéw nie pozwala na oszacowanie szczegélowych zmian w cyklu zyciowym
itak na przyklad powszechnie znanym jest fakt, iz ocena zawartoéci DNA nie jest
w stanie odr6zni¢ komérek bedacych w fazie GO od komoérek fazy G114,

Stad, aby okresli¢, czy nadekspresja analizowanych w niniejszej pracy genéw
kodujacych hCGpP rzeczywiscie reguluje proces proliferacji komorek, postanowiono
przeprowadzi¢ dodatkowe eksperymenty, pozwalajace na rzeczywista ocene zmian
liczebnosci komoérek znajdujacych sie w fazie S cyklu komoérkowego.

Obecnie znany jest szereg metod umozliwiajacych szczegétowa ocene cyklu
zyciowego komorek. I tak na przyklad komorki bedace w fazie GO/G1 oraz w fazie S
mozna zidentyfikowac¢ za pomoca okreslonych bialek zwigzanych z proliferacja i/lub
antygenoéw proliferacji jadrowej, takich jak Ki-67 i antygen jadrowy komorek
proliferujacych (PCNA, ang. proliferating cell nuclear antigen). Antygen Ki-67 jest rzadko
wykrywany w fazie G0, natomiast jest silnie wyrazany w regionie jadrowym komorek

proliferujacych (maksimum w fazie G2 i wczesnej fazie M), a podczas anafazy i telofazy
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podziatu mitotycznego szybko ulega degradacji'’>. Z kolei PCNA jest dobrym markerem
do oceny odsetka komoérek aktywnie duplikujacych materiat genetyczny, co okazuje sie
niezwykle przydatne do $cistego szacowania liczebnoéci komérek w fazie S116. W celu
analizy stopnia proliferacji, genomowy DNA w aktywnie replikujacych sie komérkach
mozna takze wyznakowac poprzez inkubacje komoérek w obecnosci analogu tymidyny, tj.
5-bromo-2'-deoksyurydyny (BrdU). Wbudowanie BrdU nastepuje podczas replikacji
DNA, za$ jego detekcja mozliwe jest dzieki zastosowaniu przeciwcial anty-BrdU,
najczesciej znakowanych fluorescencyjnie i uwidacznianych metoda cytometrii
przeptywowej lub mikroskopii fluorescencyjnej czy konfokalnej'?”.

Na potrzeby tej pracy w celu dokladnego oszacowania liczebnosci aktywnie
proliferujacych komoérek wykorzystano metode inkorporacji BrdU. Komorki, ktore
podczas replikacji do swojego DNA wbudowywaly analog tymidyny uwidaczniano
wykorzystujac przeciwciala znakowane fluorescencyjnie i mikroskop konfokalny.

Wyniki przeprowadzonych badann dowiodly, ze pod wplywem konstruktow
kodujacych podjednostke beta ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej zmienia sie tempo
proliferacji komoérek nowotworowych. Wykazano, ze transfekcja komoérek linii Hela
wszystkimi przygotowanymi w pracy konstruktami, tj. CGB 1.11i 1.2, CGB 2.1 1 2.2 oraz
CGB 5 prowadzila do istotnego wzrostu proliferacji. W przypadku uzycia konstruktu
kodujacego gen CGB5 odsetek komorek proliferujacych byl o ponad dwadziescia
punktéw procentowych wiekszy niz w kontroli. W przypadku konstruktéw CGB 2.1 oraz
CGB 1.2 odsetek komorek proliferujacych byt o ponad dziesie¢ punktéw procentowych
wiekszy niz w komoérkach kontrolnych. Z kolei konstrukty CGB 1.1 oraz CGB 2.2
prowadzily do wzrostu liczby komoérek proliferujacych o ponad szeé¢ punktow
procentowych, wzgledem komorek nietransfekowanych.

Komorki Ishikawa transfekowane konstruktami CGB takze wykazywaly
wzmozong inkorporacje BrdU. Wykorzystanie konstruktéw genowych CGB 2.1 oraz
CGB1.1 skutkowalo wzrostem tempa proliferacji komorkowej w poréwnaniu do
komoérek kontrolnych o odpowiednio ponad siedem oraz cztery punkty procentowe.
Jednak, tak jak podczas analiz komoérek Hela, najwyzsze tempo proliferacji, wieksze
o ponad dziesie¢ punktéw procentowych, odnotowano w przypadku transfekcji komoérek
konstruktem CGB 5.

Gen CGB) jest genem najczesciej poddawanym analizom?>100118, Dzieje sie tak ze
wzgledu na jego ekspresje w komoérkach zaréwno zmienionych jak i niezmienionych

nowotworowo. Doniesiern dotyczacych aktywnosci CGB1 oraz CGB2 uwazanych
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do niedawna za pseudogeny jest wcigz niewiele. Dotychczasowe publikacje ograniczaja
sie do udokumentowania jedynie obecnosci transkryptéw obu genéw?+25. Nadal brakuje
informacji o biatkowych produktach CGB1 i CGB2.

Przygotowane na potrzeby tej pracy dwa konstrukty: CGB 1.1 oraz CGB 2.1
kodujace hipotetyczne biatka homologiczne do klasycznego hCGpP, podobnie jak
konstrukt CGB 5 umozliwily detekcje biatka w transfekowanych nimi komoérkach.
Jak opisano powyzej, te same konstrukty, zawierajace sekwencje kodujaca CGB5 jak
i konstrukty CGB 1.1 i CGB 2.1 przyczynialy si¢ do zwigkszenia liczby komorek
proliferujacych. Zastosowane w do$wiadczeniach przeciwciata, skierowane przeciwko
hCGp, nie pozwolily na identyfikacje produktéw biatkowych konstruktéw CGB 1.2 i CGB
2.2. Zgodnie z przewidziang in silico sekwencja bialkowy produkt kodowany przez
sekwencje uwzgledniajaca przesuniecie ramki odczytu powoduje powstanie biatka
réznego od klasycznego hCGp, kodowanego przez pozostale geny. Niemniej jednak
zmiany proliferacji komorek transfekowanych tymi konstruktami pozwalajg
przypuszczaé, ze takze alternatywne, 132. aminokwasowe biatko powstajace na matrycy
sekwencji wklonowanych do wektoréw ekspresyjnych, oznaczonych tu jako CGB 1.2
i CGB 2.2, pelni role w regulacji procesow zyciowych badanych komérek.

Nie mozna takze wykluczy¢, ze zgodnie z hipoteza zaproponowang przez Parrota
i wspolpracownikéw biatkowy produkt genéw CGB1 i CGB2 ulega w komorkach cieciu
przez okreSlone peptydazy, co moze prowadzi¢ do powstania neuroendokrynnych
peptydéw, pelniacych niepoznang dzis role2.

Sytuacje dodatkowo komplikuje fakt, ze geny CGBI i CGB2 ulegaja
alternatywnemu splicingowi. W bazie danych RefSeq zdeponowana jest jedna sekwencja
mRNA dla genu CGB1 i dwa typy transkryptéw CGB2. Z kolei Parrot i wspotpracownicy
opisuja trzy warianty CGB1 i dwa warianty CGB2 wystepujace w ludzkich jadrach oraz
pojedyncze warianty splicingowe dla kazdego z genéw w prawidlowym lozysku2.
Co prawda w zastosowanym w pracy modelu dos§wiadczalnym wyeliminowano problem
alternatywnego splicingu, jako, ze przygotowane konstrukty zawieraja jedynie sekwencje
kodujaca, jednak rozwazajac hipotetyczng role pelniong przez biatkowe produkty tych
gendéw nalezy mie¢ na uwadze bogactwo form biatkowych powstajacych in vivo.

By potwierdzi¢ fakt wzmozonej proliferacji komorek transfekowanych
konstruktami CGB w niniejszej pracy proliferacje komérek nowotworowych linii HeLa
i Ishikawa transfekowanych konstruktami CGB dodatkowo oceniano przy pomocy

systemu XxCELLigence® RTCA DP. System ten umozliwia ocene stopnia proliferacji
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w czasie rzeczywistym. Wyniki tych analiz dowiodly, ze najwiekszym (okoto trzykrotnie
wyzszym) stopniem proliferacji charakteryzowaly sie komorki obu linii transfekowane
konstruktem CGB 5. Komoérki HelLa poddane transfekcji konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2
oraz CGB 2.1 réwniez cechowaly sie (okoto dwukrotnie) wiekszym, w poréwnaniu do
komérek kontrolnych, tempem proliferacji. W przypadku komoérek linii Ishikawa tempo
proliferacji zwiekszaty (okolo dwukrotnie) takze konstrukty: CGB 1.1, CGB 2.1 oraz
CGB2.2.

Obserwacje przeprowadzonych w pracy analiz, wykorzystujacych metody
cytometrii przeplywowej, inkorporacji BrdU oraz system xCELLigence® RTCA DP, sa
zgodne z doniesieniami przedstawianymi w literaturze przedmiotu. Dotychczasowe
wyniki badari nad wplywem podjednostki beta ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej na
procesy proliferacji komoérkowej dokumentuja bowiem, ze biatko to moze dziata¢
dwojako.

Z jednej strony Gilliott i wspotpracownicy wykazali, ze egzogenne hCGf podane
komérkom raka pecherza (linii: T24, SCaBER, RT112 oraz 5637), utrzymywanym
w hodowli w warunkach in wvitro wplywa na zwiekszenie odsetka komoérek
proliferujacych. Badacze za pomoca testéw kolorymetrycznych MTT okreslili, iz komorki
raka pecherza moczowego zwiekszaja tempo proliferacji w zaleznosci od stezenia hCGp.
Dodatkowo zauwazono, ze komorki, ktére wydzielaly najmniejsze ilosci endogennego
hCGp cechowaly sie najwieksza odpowiedzia na egzogenne biatko!'9. Podobne rezultaty
uzyskal Zhao wraz ze wspoétpracownikami, ktérzy analizowali wplyw egzogennego
hCGpP na biologie komoérek raka zotadka linii SGC-790112. Co wiecej, Hamada wraz
z zespolem wykazala, iz zablokowanie genéw CGB doprowadza do zmniejszenia tempa
proliferacji komoérek raka kosmoéwki linii JAr?2l. Podobnie Burczytiska i wspotpracownicy
dowiedli, ze zablokowanie CGB, w szczeg6lnosci genéw CGB1 oraz CGB2 sprzyja
zmniejszeniu zywotnosci komorek raka pecherza moczowego linii SCaBER. Dodatkowo
autorzy ci utrzymuja, ze to nowotworowe linie komérkowe (C2235, RT112 i SCaBER)
cechujace sie ekspresja CGB1 oraz CGB2 na poziomie mRNA wydzielaja biatko hCGf do
podtoza hodowlanego. Dla pozostatlych badanych przez nich linii komérkowych: raka
pecherza (T24), raka piersi (C2238) oraz raka prostaty (LNCaP i PC-3) charakteryzujacych
sie jedynie ekspresja pozostatych genéw CGB, tj. gendw CGB3-9 nie stwierdzono bowiem
sekrecji hCGp. Zgodnie z tymi doniesieniami ekspresja CGB1 oraz CGB2 na poziomie
transkryptu koreluje z iloScia wydzielanego bialka, a co za tym idzie moze Swiadczy¢

o ich biologicznej aktywnoscil22.
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Z drugiej strony opublikowano takze prace dokumentujace brak istotnego
wplywu podjednostki beta ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej na proliferacje linii
komérkowych raka jelita grubego (DLD-1, HCT-8, HT-29, HCT-116, LOVO, SW480 oraz
SW620)77. Takze dos$wiadczenia prowadzone na komorkach linii HelLa wykazaly,
ze wyciszenie genéw CGB przy zastosowaniu snRNA nie wplywalo istotnie na proces
proliferacji, zas indukowato w komoérkach nowotworowych proces ich programowanej
$mierci - apoptozy!?124, Sugeruje to, iz wplyw hCGPB na biologie komorek
nowotworowych moze zaleze¢ od rodzaju komoérki, wliczajac w to typowy dla danej
komorki, $cisle okredlony zestaw receptoréw posredniczacy dzialaniu ludzkiej
gonadotropiny kosméwkowe;j.

Wielofunkcyjnoé¢ hCG ttumaczy takze fakt wystepowania hormonu w kilku
wariantach, bedacych wynikiem modyfikacji potranslacyjnych.

Czasteczka hCG jest silnie glikozylowana, nawet 30% calosci jej skltadu stanowia
cukrowce. Dowiedziono, ze w pierwszych tygodniach cigzy prawidlowej przewazajaca
forma hormonu jest hiperglikozylowana hCG (hCG-H), ktérej rola zwigzana jest
z procesem inwazji rozwijajacego sie zarodka w glab trzonu éciany macicy.
Wystepowanie hCG-H zostalo réwniez opisane w komoérkach nowotworowych. Badania
ostatnich lat wykazaly, ze obok wolnej podjednostki beta gonadotropiny kosméwkowej
takze hiperglikozylowana podjednostka beta - hCGB-H moze mie¢ stymulujacy wplyw
na potencjal proliferacyjny komoérek nowotworowych. Co wiecej, na podstawie
dostepnych danych klinicznych obecnosé¢ hiperglikozylowanej hCG i hCGB-H
odnotowano w zasniadzie groniastym oraz wielu nowotworach niewywodzacych sie
z trofoblastu!?>126,  Biologiczna rola tych czasteczek przypuszczalnie zwigzana jest
zinwazyjnym fenotypem komoérek i wiekszym potencjalem guza do tworzenia
przerzutéw. Niemniej jednak nalezy pamietaé, iz poszczegélne typy komoérek
nowotworowych moze cechowa¢ odmienny wzor glikozylacji®s127.

Jak wspomniano powyzej podjednostce beta ludzkiej gonadotropiny
kosméwkowej przypisuje sie takze protekcyjna role przed apoptoza wzgledem komoérek
nowotworowych. Hipoteze o udziale hCG[ w regulacji procesu apoptozy potwierdzaja
wyniki eksperymentéw z wyciszaniem ekspresji genéw CGB. Takze nasze wcze$niejsze
prace wpisuja sie w nurt tych badan. Rezultaty prac badawczych, w ktérych
wykorzystano alternatywna metode bazujaca na zmodyfikowanych czasteczkach
Ul snRNA dowodza, ze zablokowanie ekspresji podjednostki beta gonadotropiny

kosméwkowej w komoérkach linii HeLa prowadzi do apoptotycznej $mierci komoérek
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nowotworowych!?¢,  Hipoteze o protekcyjnej roli podjednostki beta ludzkiej
gonadotropiny kosméwkowej potwierdzaja réwniez badania nad rakiem szyjki macicy,
w ktérych immunohistochemicznie wykazano, iz komoérki nowotworowe o zwiekszonej
ekspresji hCGp charakteryzowaly sie zredukowanym odsetkiem apoptozy?2.

W niniejszej pracy podjeto probe weryfikacji stusznoéci tezy o protekcyjnej roli
hCGp i ochronie komoérek nowotworowych przed apoptoza, stosujac odmienne niz
dotychczas podejécie doswiadczalne. Komorki badanych tu linii, tj. HeLa oraz Ishikawa
transfekowane konstruktami CGB traktowano zwigzkiem PK 11195, ktory jest
specyficznym  ligandem obwodowego receptora benzodiazepinowego (PBR),
indukujacym apoptoze zwigzang z mitochondrialnym szlakiem $mierci komoérkil2,

Na podstawie otrzymanych wynikéw dowiedziono, iz transfekcja komorek
kazdym z przygotowanych w pracy konstruktéw CGB wplywala na zmniejszenie odsetka
komoérek apoptotycznych. Najnizsze, o prawie 30 punktéw procentowych nizsze niz
w komoérkach kontrolnych, wartosci odsetka komérek apoptotycznych zanotowano po
zastosowaniu konstruktu z sekwencja genu CGB5. Jednak takze po zastosowaniu
konstruktow CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1 oraz CGB 2.2 liczba komérek apoptotycznych
byta o ponad dziesie¢ punktéw procentowych nizsza niz ta odnotowana dla komoérek
kontrolnych, niepoddanych transfekcji. Uzyskane wyniki w pelni potwierdzaja
antyapoptotyczny efekt wywierany przez hCGp, jednoczeénie pozostajac w zgodzie
z wczedniejszymi doniesieniami. Jak pokazano komérki nowotworéw z nadekspresja
podjednostki beta hormonu cechuje bowiem zwiekszona odpornosé na apoptoze.

Fakt ten wydaje sie mie¢ implikacje kliniczne. Jak wspomniano powyzej, komorki
nowotworowe, w wyniku licznych nieprawidlowosci w materiale genetycznym moga
wykazywaé ograniczong zdolnoé¢ do indukcji apoptozy i dzieki temu stawaé sie
nieSmiertelne. Zaburza to homeostaze, ktéra utrzymywana jest organizmach
wielokomoérkowych — dzieki odpowiednio zachowanej réwnowadze pomiedzy
namnazaniem si¢ komorek oraz ich $miercig. Konserwatywny i uniwersalny mechanizm
samobodjstwa komorki umozliwiajagcy wielokomérkowym organizmom utrzymanie
homeostazy i eliminacje komoérek zbednych, zmutowanych, uszkodzonych czy
zagrazajacych organizmowi stanowi programowana $mier¢ komoérki - apoptoza.
Zaburzenie mechanizméw regulujacych apoptoze, pozwalajaca na eliminacje komoérek
przyczynia si¢ do rozwoju wielu schorzen. I tak nadmierna redukcja liczby komoérek
prowadzi do choréb neurodegeneracyjnych, z kolei zahamowanie tego procesu

doprowadza do rozwoju schorzen autoimmunologicznych, nowotworowych, oraz sprzyja
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wystepowaniu przewleklych infekcji’®. Stad od wielu lat trwaja intensywne badania
majace na celu wyjasnienie mechanizméw regulujacych proces apoptozy, zwlaszcza
w przypadku komoérek nowotworowych. Zaburzenia tego procesu leza bowiem
u podstaw opornosci tych komoérek na leki, ktére czynia nowotwér opornym na
chemioterapig, ale takze i na radioterapie.

Badania te wykazaly, ze istnieja dwie podstawowe drogi prowadzace
do programowanej $mierci komorki - zewnatrzpochodna i wewnatrzpochodna.
Zewnetrzny szlak apoptozy inicjowany jest w wyniku interakcji specyficznych
receptoréw blonowych DR (ang. death receptors) i ich ligandéw. W grupie dobrze
opisanych ligandéw nalezacych do nadrodziny czynnika martwicy nowotworéw (TNF,
ang. tumor necrosis factor) znajduja sie miedzy innymi: FAS, TRAIL, CD95L oraz TNF-a?3..
Ligandy moga by¢ obecne na komorce efektorowej w formie zwigzanej z blong
komoérkowa, lub moga by¢ ulokowane w przestrzeni zewnatrzkomérkowej w postaci
rozpuszczalnej; moga by¢ nimi leki stosowane w onkologii. Po zwigzaniu liganda
zreceptorem $mierci nastepuja zmiany konformacyjne czesci cytoplazmatycznych
receptora, za$ dalsza informacja o nieuniknionej émierci dociera do wnetrza komoérkit32.

Z kolei w drugim szlaku - wewnatrzpochodnym, nazywanym réwniez
mitochondrialnym, dochodzi do aktywacji kaskady reakcji proteolitycznych z udziatem
kaspaz indukowanych przez zaburzenia potencjalu blonowego oraz zmiane
przepuszczalnosci btony mitochondrialnej. Procesy degradacyjne mitochondriéw
doprowadzaja do ewakuacji mitochondrialnych bialek proapoptotycznych do cytozolu.
Tworzacy sie tu kompleks zwany apoptosomem, w ktérego sklad wchodza: Apafl
(ang. apoptotic protease activating factor 1), cytochrom c, oraz prokaspaza-9 przeprowadza
destrukcje komorki!.

Szlak mitochondrialny kontrolowany jest przez wewnatrzkomoérkowe biatka
z rodziny BCL-2: aktywatory (m. in. Bax, Bad, Bid, Bik, Bak, Bim, Bok, Blk, Puma, Noxa)
oraz represory (m. in. Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w). Dowiedziono, ze deregulacja ekspresji biatek
zrodziny BCL-2 promujacych proces apoptozy jest cecha umozliwiajaca przetrwanie
komérek zmienionych nowotworowo oraz moze przyczynia¢ sie do ich
chemioopornosci’34.

Kolejnym biatkiem, zaangazowanym w proces apoptozy, a ekspresjonowanym
przez szereg nowotworéw, jest nalezace do rodziny IAP (ang. inhibiting apoptosis proteins),

i kodowane przez gen BIRC) biatko - surwiwina. Rola tego biatka polega miedzy innymi

.....
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jest uniemozliwienie zaj$cia apoptozy na drodze mitochondrialnej!®. Szereg badan
wskazuje na wystepowanie surwiwiny w niemal wszystkich typach nowotworéw;
podwyzszony poziom biatka wykazano na przyktad w nowotworach ptuc, okreznicy,
watroby, trzustki, zoladka, macicy, prostaty, jajnikéw, piersi, przelyku i moézgul®.
W przypadku niektérych nowotwordéw (takich jak: nerwiak zarodkowy wspotczulny, rak
przetyku, niedrobnokomérkowy rak pluca, rak okreznicy i odbytnicy) wykazano $cista
korelacje pomiedzy wzrostem ekspresji surwiwiny a niekorzystnym rokowaniem?37-13,

W indukcji programu odpowiedzialnego za przebieg apoptozy bierze udziat
wiele mechanizméw komoérkowych. Oprécz wymienionych powyzej gendéw zycia
i émierci kodujacych biatka anty- i proapoptotyczne takze inne geny, bezposrednio
niezaangazowane w szlaki indukujace i regulujace apoptoze moga by¢ odpowiedzialne
za nieprawidlowoséci w przebiegu tego procesu w komoérkach nowotworowych.
Przykladem takim sa geny kodujace podjednostke beta ludzkiej gonadotropiny
kosmoéwkowej.

Stad uwzgledniajac wczesniejsze doniesienia literaturowe dokumentujace zwigzek
hCGp z procesem apoptozy, aby przyblizy¢ mechanizm antyapoptotycznego dziatania
podjednostki hormonu, na potrzeby niniejszej pracy w komorkach transfekowanych
konstruktami CGB poddano analizie aktywnos¢ genéw kodujacych czynniki anty-
i proapoptotyczne. Oceniane tu geny, mianowicie: BIRC5 kodujacy surwiwine oraz geny
dwoch biatek z rodziny BCL-2: BCL2 i BAX wybrano ze wzgledu na fakt, iz ich ekspresja
zostala dobrze udokumentowana dla szeregu nowotworéw, w tym plaskonabtonkowych
rakéw endometrium i szyjki macicy oraz glowy i szyi, piersi, prostaty, czy plucal40-143,
Co wiecej, geny te wymienia sie jako cele proapoptotycznej terapii genowej, ktoéra
moglaby znaleZz¢ zastosowanie w leczeniu nowotworéw. Przy czym strategia terapii
genowej choréb nowotworowych moglaby zostaé wykorzystana takze w kombinacji
zaréwno z klasycznymi chemioterapeutykami, jak i lekami inhibujagcymi specyficzne
szlaki sygnalne?42-146,

Analizy komoérek transfekowanych konstruktami CGB dowiodty, ze nadekspresja
genéw CGB wplywa na poziom ekspresji wybranych modulatoréw procesu apoptozy
zar6wno na poziomie transkryptu jak i biatka.

Komérki linii HeLa transfekowane konstruktami CGB 1.2 oraz CGB 2.1
cechowaly si¢ dwukrotnie nizszymi wartoSciami transkryptow BCL2 wzgledem
komoérek nietransfekowanych. Konstrukt genowy CGB 1.1 prowadzil do ponad

poltora krotnego wzrostu wzglednego poziomu ekspresji BCL2 w komorkach
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transfektantow. Pozostate konstrukty nie wptywaty istotnie na ekspresje BCL2. Z kolei
analizujagc w transfekowanych komoérkach poziom biatka BCL-2 zauwazono,
ze wszystkie zastosowane konstrukty genowe prowadzaly do istotnego obnizenia
poziomoéw biatka BCL-2 w poréwnaniu z komérkami niepoddawanymi transfekgji.

Podobne wyniki uzyskano analizujagc komoérki linii Ishikawa. Komorki tej linii
transfekowane badanymi konstruktami CGB odznaczaly sie istotnie nizszymi
wartosciami wzglednego poziomu transkryptéw BCL2, wzgledem komoérek kontrolnych.
Jednoczesnie te sama zaleznoé¢ - spadek ekspresji BCL-2 zaobserwowano w ocenie
densytometrycznej biatka, ktéra potwierdzita, ze wszystkie konstrukty CGB prowadzity
do istotnego obnizenia poziomu biatka BCL-2 w komoérka poddanych transfekgji.

W niniejszej pracy w komoérkach linii HeLa oraz Ishikawa nadekspresjonujacych
CGB ocenie poddano réwniez poziom ekspresji genu BAX. Na podstawie
przeprowadzonych analiz zaobserwowano, iz zastosowanie do transfekcji komorek linii
HeLa konstruktéw CGB 1.1, CGB 1.2 oraz CGB 2.1 dwukrotnie zwiekszalo wzgledny
poziom ekspresji BAX. Zblizone zaleznoSci zauwazono podczas analiz
densytometrycznych biatka BAX. Wykazano mianowicie, ze konstrukty CGB 1.1, CGB 1.2
oraz CGB 2.1 doprowadzaly do zwigkszenia iloéci biatka BAX w transfektantach.
W przypadku pozostatych konstruktéw nie zanotowano réznic istotnych statystycznie.

Z kolei analizy wzglednego poziomu ekspresji genu BAX w komoérkach linii
Ishikawa nie wykazaly istotnych réznic w ekspresji genu na poziomie mRNA
w komoérkach poddanych transfekcji konstruktami CGB w poréwnaniu do komoérek
kontrolnych. Natomiast poziom biatka BAX w komérkach transfekowanych konstruktami
CGB byt istotnie nizszy niz ten odnotowany dla komérek nietransfekowanych.

Ostatnim analizowanym w pracy genem byl BIRC5, kodujacy biatko
antyapoptotyczne - surwiwine. Dowiedziono, ze komorki linii HeLa transfekowane
konstruktami CGB 1.2, CGB 2.2 oraz CGB 5 charakteryzuje istotnie wyzszy wzgledny
poziom ekspresji BIRC5. Analiza densytometryczna surwiwiny w izolatach biatkowych
z komorek linii HeLa wykazala, iz w probach transfekowanych konstruktami CGB 1.2,
CGB 2.1, CGB 2.2 oraz CGB 5 notowane poziomy badanego biatka byty istotnie wyzsze
niz w prébach kontrolnych. W komorkach linii Ishikawa relatywny poziom ekspresji
genu BIRCS5 byl istotnie nizszy po transfekcji konstruktami CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2
oraz CGB 5. Takze na poziomie bialka w komorkach transfekowanych konstruktami
CGB1.1, CGB 1.2 oraz CGB5 odnotowano spadek ($rednio poéttorakrotnie nizszy)

wzgledem poziomu notowanego w prébach kontrolnych.
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Otrzymane wyniki dowodza, ze transfekcja komoérek Hela i Ishikawa
konstruktami CGB moduluje ekspresje bialek BAX, BCL2 oraz BIRC5 zaangazowanych
w regulacje procesu apoptozy. Odnotowane zmiany nie znalazly jednoznacznego
potwierdzenia w literaturze. Biorgc jednak pod uwage skomplikowane mechanizmy
regulujace poszczegélne Sciezki prowadzace do Smierci komoérek i zaobserwowany
jednoczesnie w pracy ewidentny efekt nadekspresji genéw CGB chronigcy komoérki przed
apoptoza indukowang przez PK 11195 nalezy zalozy¢, ze hCGp dziala takze poprzez inne
biatka regulujace apoptoze. Wydaje sie, ze to raczej wypadkowa dostepnosci okreslonych
biatek, ich aktywnos¢ i wzajemne interakcje moga chroni¢ komoérki przed $miercia. Stad
aby wyjasni¢ mechanizmy lezace u podstaw ochronnego dziatania hCG w komérkach
nowotworowych nalezaloby kontynuowac te czeé¢ badan i rozszerzy¢ panel bialek
zaangazowanych w regulacje apoptozy.

Pojawiajace si¢ w pracy rozbieznosci pomiedzy obserwowana w tej czesci
doswiadczen ekspresja genéw na poziomie mRNA oraz biatka sa czesto dyskutowane
w literaturze. Gléwny dogmat biologii molekularnej dotyczy przeptywu informagji
genetycznej, ktora zakodowana w DNA przepisywana jest na mRNA i nastepnie na
biatka. Wiadomo, w jaki sposéb geny podlegaja procesowi transkrypcji, jak mRNA jest
przetwarzany oraz tlumaczony w sposéb sekwencyjny na polipeptydy, a nastepnie
odpowiednio modyfikowany i faldowany w funkcjonalne biatka. Nalezy jednak pamietac,
ze mozliwoé¢ powstawania kilku form transkryptu, ktére moga by¢ generowane z tego
samego genu przez proces alternatywnego splicingu stanowi spore ograniczenie
i w zasadzie uniemozliwia poréwnanie pomiedzy poziomem mRNA danego genu
ailoscia produkowanego biatka. Powstajgce mRNA moze tez ulega¢ degradacji.
Szereg prac donosi, ze poziomy mRNA i bialek moga wykazywaé sltaba korelacje.
Dotychczas zidentyfikowano kilka czynnikéw (miedzy innymi: szybkos¢ syntezy,
dostepnos¢ rybosomoéw, stabilnos¢ Dbiatka), ktéore wplywaja na te zaleznosc.
Ponadto rowniez ograniczenia metodologii prowadzenia badart odgrywaja role przy
poréwnywaniu pozioméw ekspresji mRNA z poziomem biatkal47.

Nalezy réwniez pamietaé, ze biosynteza biatek jest ograniczona na wiele
sposobow. Z jednej strony naklad energetyczny i komponenty budulcowe takie jak
aminokwasy stanowia typowe ograniczniki procesu translacji. Na przykladzie
wzrostu komoérek drozdzy S. cerevisine Warner i wspoétpracownicy okreslili, ze proces
syntezy laricucha aminokwasowego i dalsze faldowanie biatka pochtania nawet 50%

calosci energii ATP produkowanej przez komoérke, podczas gdy do procesu tworzenia
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polimeru mRNA komérka wydatkuje jedynie 10% energii ATP48. Z drugiej za$ strony
komorkowe mechanizmy i enzymy katalizujace reakcje biosyntezy biatka, takie jak na
przyklad: ilos¢ polimerazy RNA oraz rybosomoéw, a takze ich przestrzenny rozklad
w kompartmentach komoérki bywa niejednorodny. Catos¢ zjawisk moze prowadzi¢ do
konkurencji o dostep do jednostek rybosoméw i wplywaé na ogoét procesow
biosyntezy biatkal4.

Z pomoca badaczom analizujgcym ekspresje okreslonych genoéw przychodzi
transkryptomika i proteomika. Transkryptom i proteom danej tkanki, czy organu moze
rézni¢ sie w zaleznoéci od rodzaju tkanki czy stanu biologicznej aktywnosci komoérek ja
budujacych. Transkryptomika i proteomika pozwala na otrzymanie informacji o poziomie
ekspresji genéw, ich regulacji, pelnionej przez nie funkcji. Umozliwia to zrozumienie
funkcjonowania komorek budujacych okreélone tkanki i okreslenie korelacji genotyp-
fenotyp.

Na potrzeby takich analiz stosuje sie: ocene zmiennosci pozioméw RNA, ocene
miejsc przylaczania czynnikéw transkrypcyjnych, profilowanie rybosoméw (Ribo-seq),
sekwencjonowanie RNA (RNA-seq) oraz spektrometrie masowa (MS)13%0151, Rozwdj
zaawansowanych technik biologii molekularnej jest niezbedny do pelnego zrozumienia
proceséw biologicznych toczacych sie w zywych organizmach.

To wlasnie te nowoczesne metody pokazuja, ze podczas rozwoju guza zwieksza
sie¢ w nim ilo$¢ komoérek nowotworowych manifestujacych odmienny genotyp i fenotyp.
Informacja ta ma kluczowe znaczenie, gdyz zmiany te moga by¢ swoistym celem dla
komorek efektorowych ukladu immunologicznego. Makrofagi oraz polimorfojadrowe
leukocyty sa najbardziej zaangazowane w progresje nowotworu. Przez toczacy sie
przetrwale stan zapalny oraz obecng hipoksje w strukturze guza nowotworowego
dochodzi do tworzenia specyficznego mikrosrodowiskal®2. Stan niedotlenienia
wystepujacy w wiekszoéci guzéw litych jest wynikiem braku réwnowagi miedzy
zwiekszonym zuzyciem tlenu a nieodpowiednig jego podaza. Chociaz szybka proliferacja
komoérek guzéw moze indukowaé tworzenie nowego systemu naczyniowego w obrebie
tkanki nowotworowej, to sama angiogeneza w guzie zachodzi w sposéb malo
zorganizowany. Skutkiem tej aktywnosSci bedzie nieregularna, chaotyczna architektura
naczyn tkanki guza, spowodowana utrzymujacymi sie stanami niedotlenienia. Catkowite
przewlekle niedotlenienie lub niedotlenienie wynikajace z ograniczonej dyfuzji gazéw

oddechowych doprowadza do martwicy komérek nowotworowych152-154,
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W mikroérodowisku guza komoérki prawidlowe oraz nowotworowe wzajemnie na
siebie oddzialuja przez kontakt bezposredni oraz wydzielanie substancji aktywnych,
takich jak: czynniki wzrostu, cytokiny czy metaloproteinazy. Calos¢ tych zdarzen
przyczynia si¢ to do zmiany fenotypu komoérek guza w procesie tranzycji epitelialno-
mezenchymalnej (EMT)1%.

EMT odgrywa wazna role w etapach rozwoju nowotworu. Po pierwsze, komoérki
uzyskuja zdolnoéci do migracji, co sprawia, ze moga odseparowac sie od reszty populacji
komoérek guza. Po drugie, proces tranzycji zezwala komérkom na dostep do regionalnych
wezléw chlonnych, a takze naczyn krwionos$nych; po trzecie umozliwia ustawiczne
opuszczanie miejsca pierwotnego i tworzenie mikroprzerzutéw?se.

Proces EMT jest szeroko opisywany w literaturze przedmiotu. Przypuszcza sie, ze
za indukcje przejscia epitelialno-mezenchymalnego moze odpowiadaé¢ wiele ligandéw
takich jak: transformujacy czynnik wzrostu beta, biatka morfogenetyczne kosci, czy
receptorowa kinaza tyrozyny. Dokumentuje sie takze duzg role szlakéw sygnalnych: Wnt
i Notch. Co wiecej, przetrwaly stan zapalny, niedotlenienie, stres oksydacyjny w miejscu
ksztaltujacego sie guza nowotworowego to takze procesy postulowane jako mozliwe
induktory przejscia EMT157-159,

Aktywacja procesu EMT wydaje sie by¢ kluczowa, aby nablonkowe komorki
pierwotnego guza nowotworowego nabraly cech komérek mezenchymalnych, a co za
tym idzie wdrozyly realizacje wielu etapéw kaskady metastatycznej tj.: lokalnej inwazji
komoérek nowotworowych w podscielisko pierwotnego miejsca guza, przejécie do naczyn
krwionoénych, translokacje droga naczyn, dalsze wynaczynienie do migzszu tkanek
odleglych i zasiedlenie nowej lokalizacji narzadowej!e.

Co ciekawe, wsérdd czynnikéw posredniczacych zdolnos¢ migracji komoérek
nowotworowych i regulujagcych proces EMT jest podjednostka beta ludzkiej
gonadotropiny kosméwkowej. I tak Wu i wspétpracownicy wykazali, iz komoérki raka
prostaty linii DU145 poddawane inkubacji z hCGp charakteryzowal zwiekszony stopnieri
fosforylacji kinaz ERK1/2 oraz zwiekszona ekspresja i aktywnos¢ metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomoérkowej (MMP-2). Dodatkowo wykazano, ze komoérki DU145 ze
stabilng nadekspresjy hCGpB zmienialy sw¢j ksztalt z owalnego na wydluzony
(wrzecionowaty) oraz cechowaly sie obnizong ekspresja kadheryny E na poziomie mRNA
oraz biatka”. Co wigcej, ci sami badacze testowali inwazyjno$¢ komorek linii raka
prostaty w matrigelu (preparat bogaty w lamine, oraz proteoglikany, kolagen typu IV

isiarczan heparanu). Wyniki ich obserwacji dowiodly, iz komoérki linii DU145
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z nadekspresja hCGp cechowaly sie zwiekszona ruchliwoécia przez matryce matrigelu,
co wskazywalo na ich inwazyjny charakter’¢!. Konkludujac otrzymane rezultaty badan
sugeruja, ze ekspresja hCGP moze odpowiada¢ za zwiekszony potencjal przerzutowy
gruczolakorakéw prostaty, ktére wyrazaja hCGp.

Podobne zaleznoéci dowodzace udzialu hCGf w szlaku EMT wykazano w linach
komoérkowych raka jelita grubego oraz raka jajnikast 162164, W przypadku komoérek raka
jelita grubego linii HCA7, dodatkowo wykorzystujac model mysi dowiedziono, ze
nadekspresja hCGP zwieksza inwazyjnosé, zdolnos¢ migracyjng i potencjat przerzutowy
komérek. Wykazano, ze hCGP wplywa na ekspresje genéw zwigzanych z procesem EMT,
m. in.: kadheryny E, SNAIL i TWIST¢4. Z kolei badania nad adhezjg komérek raka jajnika
pokazaty, ze komoérki linii ES-2 i SKOV3 z nadekspresja hCGp cechuje wieksza zdolnos¢
do adhezji niz komorki kontrolne?62.

W niniejszej pracy aspekt zwiekszonej migracyjnosci komorek linii raka szyjki
macicy oraz raka endometrium transfekowanych konstruktami CGB badano
z wykorzystaniem systemu xCELLigence® RTCA DP. Zastosowany tu ukfad
doswiadczalny oparty na modelu komory Boydena, pozwala na monitorowanie komorek
przechodzacych przez mikroporowata membrane. Zlote elektrody na dolnej stronie
membrany wykrywaja obecnoé¢ adherentnych komorek i rejestruja sygnat przeksztalcajac
go nastepnie na sygnal elektroniczny widoczny na monitorze komputera. W tescie
mierzona jest warto$¢ impedancji przeptywu elektronéw spowodowana przez komorki,
ktére pokonaty bariere membrany o grubosci 8 um, a nastepnie osiadaly na dnie dolnej
komory.

Rezultaty przeprowadzonych doswiadczern wskazaly, ze transfekcja komorek
HeLa konstruktem CGB2.1 przyczynia sie do nasilenia migracyjnosci komoérek
w poréwnaniu do komoérek kontrolnych. Wyzsze tempo migracji odnotowano réwniez
w komorkach transfekowanych konstruktem CGB 5. Ocena komoérek linii Ishikawa
dowiodla, ze zastosowanie wszystkich badanych tu konstruktéw istotnie zwieksza tempo
migracji. Podobnie jak w przypadku linii HeLa, komérkami o najwyzszym potencjale
migracyjnym byly te transfekowane konstruktem CGB 5.

Otrzymane wyniki pozostaja w zgodzie z dotychczas opublikowanymi i dowodza,
ze nadekspresja genéw CGB prowadzi do zwiekszenia migracyjnosci komorek
nowotworowych raka szyjki macicy i raka endometrium.

Jak juz wczedniej wspomniano, przerzuty komoérek nowotworowych w nowe

lokalizacje narzadowe sa odpowiedzialne za wiekszo$¢ zgonéw o0s6b chorych na
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nowotwoér. Sam proces migracji komoérek od guza pierwotnego do odleglego miejsca
i ostateczne rozwiniecie guza wtérnego zachodzi wieloetapowo. Okres pomiedzy
infiltracja komoérek zmienionych nowotworowo w miejscu odlegtym a kolonizacja
prowadzaca stopniowo do wzrostu masy guza wtérnego moze trwaé nawet kilka lat?65.
Pochodzenie tkankowe komorek nowotworowych, nalozone niestabilnosci genetyczne
w DNA oraz powinowactwo do nowych lokalizacji narzagdowych determinuja nie tylko
miejsca rozprzestrzeniania sie guza, ale takze ich czasowy przebieg. W przypadku
niektérych typoéw raka piersi proces przerzutowania do chwili ujawnienia pierwszych
symptomoéw klinicznych moze zaja¢ kilkanascie miesiecy'%. Z kolei okres ten moze by¢
jedynie kilkumiesieczny w przypadku wyjatkowo zlodliwych postaci raka plucte’.
Chociaz genetyczna i epigenetyczna podstawa wtasciwosci przerzutowych nie zostala
jeszcze w pelni ustalona, przypuszcza sie, iz nabycie wszystkich cech niezbednych do
umozliwienia realizacji przerzutowania stanowi fundament tego procesu.

Zaréwno w diagnostyce zmian pierwotnych jak i w monitorowaniu wznéw
miejscowych oraz rozsiewie komoérek nowotworowych do narzadéw odleglych wciaz
poszukuje sie¢ markera idealnego'%. Oznaczanie specyficznych biochemicznych markeréw
nowotworowych, takich jak np. CEA, CA 15.3, CA 27.29, CA 125, AFP, czy PSA od lat
stosowane jest w praktyce klinicznej. Jednak Zzadnego z wymienionych markeréw nie
mozna uznac za idealny. Stad szereg laboratoriéw skupia sie na poszukiwaniu nowych
markeréw mogacych w specyficzny i czuly sposéb wykryé nowotwoér na bardzo
wczesnym etapie rozwoju. Pozwoliloby to na zwiekszenie mozliwosci diagnostyczno-
terapeutycznych, a przez to na poprawienie jakosci i czasu zycia pacjentow, ktérych
liczba niestety stale rosnie. Jednoczesnie poszukiwane sg metody pozwalajace nie tylko na
wczeéniejsze postawienie diagnozy, ale takze dokladna ocene zaawansowania choroby
oraz monitorowanie terapii.

Jak przestawiono w niniejszej pracy, jednym z czynnikéw, ktéry charakteryzuje
komoérki nowotworowe napedzajac ich wzrost i umozliwiajac migracje oraz chroniac je
przed apoptoza jest podjednostka beta ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej. Co wiecej
wiadomo, ze hCGp cechuje zar6wno guzy pierwotne jak i komoérki nowotworowe krazace
we krwi pacjenta, ktére s uwazane za wyznacznik rozsiewu nowotworu (metastaza)1¢.
Obecnos¢ hCGP moze by¢ wiec swoistym markerem, ktéry moze znalezé zastosowanie
w diagnostyce, ocenie odpowiedzi na leczenie, dlugoterminowej obserwacji po leczeniu

1 prognozowaniu wznowy.
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Potencjal wykorzystania ekspresji hCGp jako markera nowotworowego pokazuja
dane juz opublikowane jak i wyniki przedstawione w niniejszej pracy.

Przeprowadzone tu analizy, nie tylko potwierdzaja role hCGB w procesach
zwiazanych z nowotworzeniem ale, zgodnie ze stanem aktualnej wiedzy, po raz pierwszy
opisuja wplyw nadekspresji genéw CGBI oraz CGB2 na procesy proliferacji, migracji
i apoptozy komorek raka endometrium oraz raka szyjki macicy. W pelni uzasadnionym
jest zatem twierdzenie, iz uwazane do niedawna za pseudogeny CGB1 oraz CGB2 sa
genami transkrypcyjnie aktywnymi, co wiecej genami istotnie wptywajacymi na biologie
komoérek nowotworowych. Nadekspresja omawianych genéw skutkuje bowiem
zwiekszeniem zdolnosSci komoérek raka endometrium oraz raka szyjki macicy do
proliferacji, migracji oraz ogranicza aktywno$¢ mitochondrialnego szlaku
apoptotycznego, co sugeruje zwiekszenie odpornoéci komérek na indukcje apoptozy,
a przez to nabycie chemio- i radioopornosci.

Funkcjonalno$¢ wykazuja nie tylko homologiczne do hCGP warianty sekwencji
kodujacej CGB1 i CGB2 - konstrukty CGB 1.1 oraz CGB 2.1, ale réwniez konstrukty
CGB 1.2 oraz CGB 2.2 kodujace hipotetyczne biatko rézne od hCGp. Ze wzgledu na fakt,
iz zastosowane w pracy komercyjnie dostepne przeciwciato anty-hCGp nie byto w stanie
rozpozna¢ biatkowego produktu konstruktéw CGB 1.2 oraz CGB 2.2 celowym wydaje sie
przeprowadzenie dalszych badari ukierunkowanych na scharakteryzowanie biatka
kodowanego przez wlasnie te warianty genowe.

Identyfikacja tych bialek moze mie¢ duze znaczenie kliniczne, poniewaz jak
pokazuja wczesniejsze badania, hCG stanowiac marker réznych typéw nowotworéw
moze by¢ celem terapii przeciwnowotworowej. Dotychczasowe terapie skierowane
przeciwko gonadotropinie kosméwkowej wykorzystuja przeciwciata blokujace hCGp
syntetyzowane przez tkanki guza!?!-123, Niestety, ze wzgledu na duza réznorodnos¢ form
biologicznych hCG w surowicy i moczu pacjentéw dziatania te przynosza efekty mniejsze
od spodziewanych. By¢ moze rozwigzaniem tego problemu bedzie wykorzystanie
mozliwosci blokowania poszczegélnych genéw kodujacych gonadotropine kosméwkowa,

ktore stanie sie podstawa do okreslenia nowych drég terapii raka.



6. Wnioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw wysunieto nastepujace wnioski:

1. Geny CGB1 i CGB2 sa aktywnie transkrypcyjnie - zgodnie z danymi zdeponowanymi
w bazie TCGA obecnos¢ transkryptow tych genéw cechuje raki endometrium oraz

raki szyjki macicy.

2. Nadekspresja genéw CGB1 i CGB2, podobnie jak genu CGB5, kodujacych
podjednostke beta ludzkiej gonadotropiny kosmoéwkowej zwieksza tempo proliferacji
komoérek linii Hela i Ishikawa, co wskazuje, ze hCGP moze przyspiesza¢ wzrost

guzow szyjki macicy i endometrium.

3. Indukcja ekspresji genéw kodujacych podjednostke beta gonadotropiny
kosmoéwkowej zwieksza inwazyjnos¢ komérek nowotworowych linii HeLa i Ishikawa,
co sugeruje, ze raki szyjki macicy i endometrium, ktére produkuja hCGp moga miec

bardziej agresywny charakter i wiekszy potencjal metastatyczny.

4. Wyzsza ekspresja podjednostki beta gonadotropiny kosmoéwkowej chroni komoérki
nowotworowe linii Hela i Ishikawa przed indukcjg procesu apoptozy, co zwieksza
szanse przezycia guza oraz moze mie¢ wplyw na przebieg leczenia (chemio-

i radioopornosg).



7. Streszczenie

Ludzka gonadotropina kosméwkowa (hCG) jest heterodimerycznym
sialoglikoproteinowym hormonem zbudowanym z dwéch podjednostek: alfa (hCGa)
ibeta (hCGp), produkowanym przez komorki syncytiotrofoblastu. Oprécz lozyska,
rozrostow i nowotworéw trofoblastu liczne guzy réznego pochodzenia cechuje zdolnos¢
wydzielania hCG, zwlaszcza podjednostki beta hormonu.

Wolna podjednostka beta ma wplyw na rozwdj guza gléwnie poprzez stymulacje
proliferacji i inhibicje procesu apoptozy, ma dzialanie promujace angiogeneze, moduluje
odpowiedZ immunologiczng, wspiera inwazje i rozsiew nowotworéw. Obecnosé¢ hCGp
wyréznia przerzuty nowotworowe, w tym komorki raka krazace we krwi, oraz koreluje
ze staba odpowiedzig na leczenie i ztym rokowaniem.

Podjednostka beta kodowana jest przez osiem allelicznych genéw (CGB1, CGB2,
CGB3, CGB5, CGB6, CGB7, CGB8, CGB9) zlokalizowanych w Kklastrze LHB/CGB na
dluzszym ramieniu chromosomu dziewietnastego. Najsilniejsza ekspresja cechuje gen
CGB5 oraz CGB3 i CGBS. CGB1 i CGB2 byly przez dlugi czas uwazane za pseudogeny
inie byly szerzej analizowane. Jednakze obecnos¢ transkryptéw genéw CGBI i CGB2
wykryto w lozysku, przysadce, jadrach oraz komoérkach raka piersi i raka jajnika.
Weczesniejsze badania wykazaty, ze hCG[ w sposéb zalezny od dawki, zwieksza wzrost
linii komoérkowych raka; z kolei inkubacja komoérek z przeciwcialami anty-hCGp lub
wyciszenie genéw kodujacych podjednostke beta hormonu wywoluje efekt odwrotny
i prowadzi do apoptozy. Sugeruje to, ze hCGP jest czynnikiem wzrostu komorek
nowotworowych, ktéry utatwia progresje guza i metastaze.

Dotychczasowe badania dobrze dokumentuja zwiazek ekspresji hCGp
z nowotworzeniem, jednak skupiaja sie na najbardziej aktywnych transkrypcyjnie genach,
takich jak CGB3, CGB5 i CGB8. Tymczasem najnowsze prace pokazuja, ze czasteczka
stymulujaca wzrost guza o dzialaniu autokrynowym moze by¢ produkt biatkowy,
uwazanych do niedawna za pseudogeny, genéw CGB1 i CGB2.

Stad celem niniejszej pracy bylo wykazanie aktywnosci genéow CGB1 i CGB2
kodujacych wolna podjednostke beta ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej
w komorkach wybranych rakéw zenskich narzadéw plciowych oraz okredlenie wptywu
ich nadekspresji na biologie komoérek nowotworowych in vitro.

Na podstawie wynikéw zdeponowanych w bazach TCGA, w pracy

przeprowadzono in silico analizy pozioméw transkryptéw badanych tu genéw w rakach
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szyjki macicy i endometrium. Analizy bioinformatyczne potwierdzity, iz geny CGB1 oraz
CGB?2 sa aktywnie transkrypcyjnie. Zgodnie z danymi zdeponowanymi w bazie TCGA
ich transkrypty odnotowano w tkankach raka endometrium oraz raka szyjki macicy.

Modelem dos$wiadczalnym w przeprowadzonych badaniach byly dwie ustalone
linie komoérkowe - Ishikawa i HeLa. Ze wzgledu na fakt, iz dotychczas biatkowy produkt
genéw CGBI1 i CGB2 nie zostal zidentyfikowany, podczas klonowania analizowanych
genéw wykorzystano sekwencje wskazane in silico i zdeponowane w bazie danych
OMIM. Przygotowywano dwa rodzaje konstruktéw zawierajacych: 1) sekwencje kodujaca
hipotetyczne biatka homologiczne do hCGp - wektory: CGB 1.1 i CGB 2.1 oraz 2)
sekwencje uwzgledniajaca przesuniecie ramki odczytu powodujacej powstanie biatka
o dltugosci 132. aminokwaséw, odmiennego od hCGp - konstrukty: CGB 1.2 i CGB 2.2.
Jako kontrole prowadzonych badan zastosowano konstrukt zawierajacy sekwencje genu
CGB5. Gen ten wybrano ze wzgledu na udowodniong najwieksza aktywnosc
transkrypcyjng sposréd genéw kodujacych hCGp, obserwowana w réznych typach
tkanek, w tym tych zmienionych nowotworowo.

Przygotowane konstrukty wykorzystano do transfekcji komorek HeLa i Ishikawa.
Pozwolito to na uzyskanie nadekspresji genéw CGB1 i CGB2 oraz kontrolnego genu -
CGB5. Wplyw nadekspresji genéw CGB na poziomie transkryptu i biatka na badane
komorki oceniano analizujac ich: proliferacje, inwazyjnos¢, apoptoze oraz cykl zyciowy.

Eksperymenty przeprowadzone in vitro dowiodly, Ze najwyzsza aktywnosé
proliferacyjna charakteryzowala komoérki linii HeLa oraz Ishikawa transfekowane
konstruktami CGB 5 oraz CGB 2.1. Z kolei najwigekszy potencjal do inwazji komérki linii
HeLa wykazaly po zastosowaniu konstruktu CGB 2.1 oraz CGB 5. Z kolei komorki linii
Ishikawa najszybciej migrowaly po zastosowaniu konstruktu CGB 5. Dalsze analizy
pokazaty, iz komoérki linii HeLa cechowaly sie obnizonymi warto$ciami pozioméw biatek:
BAX (po zastosowaniu konstruktéw CGB 2.2 i CGB 5), BCL-2 (po zastosowaniu kazdego
z konstruktéow: CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 21, CGB 22, CGB 5) oraz surwiwiny
(po zastosowaniu konstruktu CGB 1.1). W przypadku komérek linii Ishikawa zauwazono,
iz charakteryzowaly sie one obnizonymi warto$ciami pozioméw biatek BAX, BCL-2 oraz
surwiwiny po zastosowaniu wszystkich konstruktéow CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2
oraz CGB 5. Dodatkowo zwiekszenie ekspresji hCGP prowadzilo do znacznego
zmniejszenia liczby komorek apoptotycznych indukowanych dziataniem zwigzku

PK11195.
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Rezultaty przedawnionych w niniejszej pracy badann po raz pierwszy
dokumentuja role genéw CGB1 i CGB2 w biologii komérek nowotworowych. Uzyskane
wyniki potwierdzaja aktywne dzialanie podjednostki beta ludzkiej gonadotropiny
kosméwkowej w komoérkach nowotworowych. Dowodza, ze nadekspresja genéw CGBI,
CGB2, podobnie jak CGB5, prowadzi do zwiekszenia potencjalu proliferacyjnego
i migracyjnego komorek raka szyjki macicy i raka endometrium oraz chroni je przed
apoptoza.

Sugeruje to, ze raki, w ktérych dochodzi od ekspresji hCGP moga mie¢ bardziej
agresywny charakter i wiekszy potencjal metastatyczny, ponadto antyapoptotyczne
dziatanie podjednostki hormonu zwigksza szanse przezycia guza oraz moze mie¢ wplyw
na przebieg leczenia (chemio- i radioopornosc).

Uzyskane tu wyniki maja charakter czysto poznawczy, niemniej jednak
identyfikacja molekularnych mechanizméw dziatania hCGf zaangazowanych w proces
nowotworzenia w przyszlosci moze skutkowaé préba wyznaczenia nowych terapii

przeciwnowotworowych.



8. Summary

Human chorionic gonadotropin is a glycoprotein hormone produced by
syncytiotrophoblastic cells of the placenta. It is composed of two subunits: alpha (hCGay)
and beta (hCGp). CG alpha subunit is common to all gonadotropin hormones, and the
beta subunit determines hormone specificity.

The free beta subunit has an effect on tumour development mainly through
stimulation of proliferation and inhibition of the process of apoptosis, promoting
angiogenesis, modulating the immune response, supporting the invasion and
dissemination of tumours. The presence of hCGp characterizes tumour metastases,
including circulating tumour cells and correlates with unsatisfactory response to
treatment and poor prognosis.

The beta subunit is encoded by eight allelic genes (CGB1, CGB2, CGB3, CGBS5,
CGB6, CGB7, CGBS, CGB9) located at the LHB/ CGB cluster on chromosome 19q13.32. The
CGB5 gene as well as CGB3 and CGBS8 have the highest expression. CGB1 and CGB2 were
considered as pseudogenes for a long time and were not analyzed in details. However,
the presence of CGB1 and CGB2 gene transcripts was detected in placenta, pituitary gland,
breast and ovarian cancer tissues. Previous studies have shown that hCGp in a dose-
dependent manner increases the growth of cancer cell lines, while incubating cells with
anti-hCGp3 antibodies or silencing the genes encoding the hormone subunit produces the
opposite effect and leads to apoptosis. This suggests that hCGp may be an autocrine
neoplastic cell growth factor that facilitates tumour progression and metastasis.

Many papers documented hCGp expression in cancers, but they focused on the
most transcriptionally active genes such as CGB3, CGB5 and CGBS8. Concurrently, recent
articles show that the autocrine tumour growth-promoting molecule may be a protein
product of the CGB1 and CGB2 genes, recently considered as pseudogens.

Hence, this study aimed to demonstrate the activity of the CGB1 and CGB2 genes
encoding the free beta subunit of human chorionic gonadotropin in cancers of the female
genital organs (cervical and endometrium) and to determine the effect of their
overexpression on tumour cell biology in vitro.

The experimental models used in the study were two cancer cell lines - Ishikawa
and HeLa. Because the protein product of CGB1 and CGB2 genes has not been identified
so far, in this study the sequences of cloned and analyzed genes were based on the in silico

analysis and information deposited in the OMIM database. Two types of gene constructs



Summary | 119

were prepared, which contained: 1) the sequence coding hypothetical homologous
proteins for hCGp - gene constructs: CGB 1.1 and CGB 2.1, and 2) the sequence arising
from the reading frame shift resulting in the formation of the polypeptide build of 132
amino acid, different from regular hCGp: CGB 1.2 and CGB 2.2. The gene construct
containing the coding sequence of the CGB5 gene was used as a control, as this gene’s
activity is observed in various types of tissues, including cancers.

All prepared gene constructs were used to transfect HeLa and Ishikawa cells,
which allowed for the overexpression of the CGB1 and CGB2 genes and the control gene -
CGBb5. The effect of CGB genes overexpression at transcript and protein levels on the cells
was evaluated by analyzing their proliferation, invasiveness, apoptosis and cell cycle.
Moreover based on the results deposited in TCGA databases, the study included an in
silico analysis of the examined genes transcript levels in cervical and endometrial cancers.

Bioinformatic analyzes have confirmed that the CGBI and CGB2 genes are
transcriptionally active. According to the data deposited in the TCGA database, their
transcripts were detected in endometrial cancer tissues; CGB1 and CGB2 transcripts are
also presented in cervical cancer.

In vitro experiments showed that the highest proliferative activity was detected in
HeLa and Ishikawa cells transfected with CGB 5 and CGB 2.1 gene constructs. The
highest potential for invasion of HeLa cells showed while using the CGB 2.1 and CGB 5
gene constructs. Ishikawa cells migrated the fastest while using the CGB 5 gene construct.
Further analysis revealed that HeLa cells showed reduced levels of protein levels: BAX
(while using the gene constructs CGB 2.2 and CGB 5), BCL-2 (while applying all gene
constructs CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5) and survivin (while using the gene
construct CGB 1.1). In the case of Ishikawa cells, it was noted that cells were characterized
by reduced levels of BAX, BCL-2 and survivin protein levels while using all CGB gene
constructs. In addition, an increase in hCGp expression leads to a decrease in the number
of apoptotic cells induced by the action of PK11195.

The results described in this thesis for the first time document the role of CGB1
and CGB2 genes in cancer cell biology. They confirm the biological activity of the human
beta chorionic gonadotropin in cancer cells. The results show that overexpression of the
CGB1, CGB2, and CGB5 genes leads to an increase in the proliferative and migration
potential of cervical and endometrial cancer cells as well as protects against apoptotic cell

death.



Summary

This suggests that cancers secreting hCGp might have a more aggressive nature
and high metastatic potential, moreover, the anti-apoptotic effect of hCGp increases the
chances of tumor survival and may affect the course of treatment ( inducing chemo- and
radio-resistance).

The results obtained here are purely cognitive, but the identification of the
molecular mechanisms of hCGp involved in the cancer process in the future may result in

an attempt to designate new cancer therapies.

120



9. PiSmiennictwo

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Pierce, J. G. i Parsons, T. F. Glycoprotein Hormones: Structure and Function. Annu. Rev. Biochem. 50, 465-495
(1981).

Fiddes, J. C. i Goodman, H. M. The gene encoding the common alpha subunit of the four human
glycoprotein hormones. J. Mol. Appl. Genet. 1, 3-18 (1981).

Policastro, P. F., Daniels-McQueen, S., Carle, G. i Boime, I. A map of the hCG beta-LH beta gene cluster. |.
Biol. Chem. 261, 5907-16 (1986).

Nwabuobi, C. i in. Molecular Sciences hCG: Biological Functions and Clinical Applications.
doi:10.3390/ijms18102037.

Herr, F. i in. hCG in the Regulation of Placental Angiogenesis. Results of an In Vitro Study. Placenta 28, S85-
S93 (2007).

Bansal, A. S. i in. Mechanism of human chorionic gonadotrophin-mediated immunomodulation in
pregnancy. Expert Rev. Clin. Immunol. 8, 747-753 (2012).

Poloski, Z. i in. Regulator of Pregnancy Immune Tolerance Human Chorionic Gonadotropin as a Central. |
Immunol Ref. 190, 2650-2658 (2013).

Iles, R. K., Delves, P. J. i Butler, S. A. Does hCG or hCGp play a role in cancer cell biology? Mol. Cell.
Endocrinol. 329, 62-70 (2010).

Hotakainen, K., Lintula, S., Jarvinen, R, Paju, A. i Stenman, J. Overexpression of human chorionic
gonadotropin beta genes 3, 5 and 8 in tumor tissue and urinary cells of bladder cancer patients. Tumor Biol.
28, 52-56 (2007).

Talmadge, K., Boorstein, W. R., Vamvakopoulos, N. C., Gething, M. J. & Fiddes, J. C. Only three of the seven
human chorionic gonadotropin beta subunit genes can be expressed in the placenta. Nucleic Acids Res. 12,
8415-36 (1984).

Julier, C. i in. The beta chorionic gonadotropin-beta luteinizing gene cluster maps to human chromosome 19.
Hum. Genet. 67, 174-7 (1984).

Policastro, P. et al. The beta subunit of human chorionic gonadotropin is encoded by multiple genes. J. Biol.
Chem. 258, 11492-9 (1983).

Fiddes, J. C. i Goodman, H. M. The cDNA for the beta-subunit of human chorionic gonadotropin suggests
evolution of a gene by readthrough into the 3’-untranslated region. Nature 286, 684-7 (1980).

Bidart, J. M., Baudin, E., Troalen, F., Bellet, D. & Schlumberger, M. Eutopic and ectopic production of
glycoprotein hormones alpha and beta subunits. Ann. Endocrinol. (Paris). 58, 125-8 (1997).

Bo, M. i Boime, I. Identification of the transcriptionally active genes of the chorionic gonadotropin beta gene
cluster in vivo. J. Biol. Chem. 267, 3179-84 (1992).

Maston, G. A. i Ruvolo, M. Chorionic Gonadotropin Has a Recent Origin Within Primates and an
Evolutionary History of Selection. Mol. Biol. Evol. 19, 320-335 (2002).

Hollenberg, A. N., Pestell, R. G., Albanese, C., Boers, M. E. & Jameson, J. L. Multiple promoter elements in
the human chorionic gonadotropin beta subunit genes distinguish their expression from the luteinizing
hormone beta gene. Mol. Cell. Endocrinol. 106, 111-9 (1994).

Hallast, P., Rull, K. i Laan, M. The evolution and genomic landscape of CGB1 and CGB2 genes. Mol. Cell.
Endocrinol. 260-262, 2-11 (2007).

Rull, K. i in. Fine-scale quantification of HCG beta gene transcription in human trophoblastic and non-
malignant non-trophoblastic tissues. Mol. Hum. Reprod. 14, 23-31 (2008).

Madersbacher, S., Kratzik, C., Gerth, R., Dirnhofer, S. & Berger, P. Human chorionic gonadotropin (hCG)
and its free subunits in hydrocele fluids and neoplastic tissue of testicular cancer patients: insights into the
in vivo hCG-secretion pattern. Cancer Res. 54, 5096-100 (1994).

Parrott, A. M., Sriram, G., Liu, Y. i Mathews, M. B. Expression of type II chorionic gonadotropin genes
supports a role in the male reproductive system. Mol. Cell. Biol. 31, 287-99 (2011).

Dirnhofer, S. i in. Expression of the human chorionic gonadotropin-beta gene cluster in human pituitaries
and alternate use of exon 1. J. Clin. Endocrinol. Metab. 81, 4212-4217 (1996).



23.

24.

25.

26.

27.

28.
29.
30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

Pismiennictwo

Berger, P. i in. Human chorionic gonadotropin (hCG) in the male reproductive tract. Mol. Cell. Endocrinol.
260-262, 190-196 (2007).

Giovangrandi, Y. i in. Analysis of the human CGB/LHB gene cluster in breast tumors by real-time
quantitative RT-PCR assays. Cancer Lett. 168, 93-100 (2001).

Kubiczak, M., Walkowiak, G. P., Nowak-Markwitz, E. & Jankowska, A. Human chorionic gonadotropin
beta subunit genes CGB1 and CGB2 are transcriptionally active in ovarian cancer. Int. . Mol. Sci. 14, 12650~
60 (2013).

Morgan, F. ]., Birken, S. i Canfield, R. E. The amino acid sequence of human chorionic gonadotropin. The
alpha subunit and beta subunit. J. Biol. Chem. 250, 5247-58 (1975).

de Medeiros, S. F. i Norman, R. J. Human choriogonadotrophin protein core and sugar branches
heterogeneity: basic and clinical insights. Hum. Reprod. Update 15, 69-95 (2008).

Cole, L. A. Human chorionic gonadotropin and associated molecules. Expert Rev. Mol. Diagn. 9, 51-73 (2009).
Lapthorn, A. J. i in. Crystal structure of human chorionic gonadotropin. Nature 369, 455-461 (1994).

Sun, P. D. i Davies, D. R. The Cystine-Knot Growth-Factor Superfamily. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct.
24, 269-292 (1995).

Ruddon, R. W., Sherman, S. A. i Bedows, E. Protein folding in the endoplasmic reticulum: lessons from the
human chorionic gonadotropin beta subunit. Protein Sci. 5, 1443-52 (1996).

Xing, Y. i in. Glycoprotein Hormone Assembly in the Endoplasmic Reticulum. . Biol. Chem. 279, 35458-
35468 (2004).

Cole, L. A. HCG variants, the growth factors which drive human malignancies. Am | Cancer Res 2, 22-35
(2012).

Elliott, M. M., Kardana, A., Lustbader, ]J. W. i Cole, L. A. Carbohydrate and peptide structure of the a- and
B-subunits of human chorionic gonadotropin from normal and aberrant pregnancy and choriocarcinoma.
Endocrine 7, 15-32 (1997).

Wehmann, R. E. i Nisula, B. C. Metabolic and renal clearance rates of purified human chorionic
gonadotropin. J. Clin. Invest. 68, 184-94 (1981).

Korhonen, J., Alfthan, H., Ylostalo, P., Veldhuis, J. & Stenman, U. H. Disappearance of human chorionic
gonadotropin and its alpha- and beta-subunits after term pregnancy. Clin. Chem. 43, 2155-63 (1997).

Trinchard-Lugan, 1., Khan, A., Porchet, H. C. & Munafo, A. Pharmacokinetics and pharmacodynamics of
recombinant human chorionic gonadotrophin in healthy male and female volunteers. Reprod. Biomed. Online
4,106-15 (2002).

Nisula, B. C., Blithe, D. L., Akar, A., Lefort, G. i Wehmann, R. E. Metabolic fate of human
choriogonadotropin. J. Steroid Biochem. 33, 733-7 (1989).

Amr, S., Rosa, C., Birken, S., Canfield, R. i Nisula, B. Carboxyterminal peptide fragments of the beta subunit
are urinary products of the metabolism of desialylated human choriogonadotropin. J. Clin. Invest. 76, 350
(1985).

Ziminski, S. J., Rorke, E. A., Sickel, M. A. i Vaitukaitis, J. L. Fate of Human Chorionic Gonadotropin Bound
to Rat Corpora Lutea*. Endocrinology 111, 625-634 (1982).

Conn, P. M., Conti, M., Harwood, J. P., Dufau, M. L. i Catt, K. J. Internalisation of gonadotrophin--receptor
complex in ovarian luteal cells. Nature 274, 598-600 (1978).

Amsterdam, A., Nimrod, A., Lamprecht, S. A., Burstein, Y. i Lindner, H. R. Internalization and degradation
of receptor-bound hCG in granulosa cell cultures. Am. J. Physiol. 236, E129-38 (1979).

de Medeiros, S. F. i in. Distribution of the -core human chorionic gonadotrophin fragment in human body
fluids. J. Endocrinol. 135, 175-188 (1992).

Johnson, W. i Jameson, J. L. AP-2 (Activating Protein 2) and Sp1 (Selective Promoter Factor 1) Regulatory
Elements Play Distinct Roles in the Control of Basal Activity and Cyclic Adenosine 3',5'-Monophosphate
Responsiveness of the Human Chorionic Gonadotropin-f3 Promoter. Mol. Endocrinol. 13, 1963-1975 (1999).

Sacchi, S., Sena, P., Degli Esposti, C., Lui, J. i La Marca, A. Evidence for expression and functionality of FSH
and LH/hCG receptors in human endometrium. J. Assist. Reprod. Genet. 35, 1703-1712 (2018).

Chambers, A. E. i Banerjee, S. Natural antisense LHCGR could make sense of hypogonadism, male-limited
precocious puberty and pre-eclampsia. Mol. Cell. Endocrinol. 241, 1-9 (2005).

122



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.
70.

Pismiennictwo

Perrier d’'Hauterive, S. i in. Dialogue between Blastocyst hCG and Endometrial LH/hCG Receptor: Which
Role in Implantation? Gymnecol. Obstet. Invest. 64, 156-160 (2007).

Srisuparp, S., Strakova, Z. i Fazleabas, A. T. The role of chorionic gonadotropin (CG) in blastocyst
implantation. Arch. Med. Res. 32, 627-34.

Rao, C. V.i Lei, Z. M. The past, present and future of nongonadal LH/hCG actions in reproductive biology
and medicine. Mol. Cell. Endocrinol. 269, 2-8 (2007).

Abdallah, M. A. i in. Human Fetal Nongonadal Tissues Contain Human Chorionic
Gonadotropin/Luteinizing Hormone Receptors. J. Clin. Endocrinol. Metab. 89, 952-956 (2004).

Goldsmith, P. C.,, Mcgregor, W. G., Raymoure, W. J., Kuhn, R. W. i Jaffe, R. B. Cellular Localization of
Chorionic Gonadotropin in Human Fetal Kidney and Liver. J. Clin. Endocrinol. Metab. 57, 654-661 (1983).

Lei, Z. M., Rao, C. V, Kornyei, J. L., Licht, P. & Hiatt, E. S. Novel expression of human chorionic
gonadotropin/luteinizing hormone receptor gene in brain. Endocrinology 132, 2262-2270 (1993).

Toth, P. i in. Expression of functional human chorionic gonadotropin/human luteinizing hormone receptor
gene in human uterine arteries. J. Clin. Endocrinol. Metab. 79, 307-315 (1994).

Guibourdenche, J. i in. Hyperglycosylated hCG Is a Marker of Early Human Trophoblast Invasion. J. Clin.
Endocrinol. Metab. 95, E240-E244 (2010).

Handschuh, K. i in. Human Chorionic Gonadotropin Produced by the Invasive Trophoblast But Not the
Villous Trophoblast Promotes Cell Invasion and Is Down-Regulated by Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor-y. Endocrinology 148, 5011-5019 (2007).

Rizov, M., Andreeva, P. i Dimova, I. Molecular regulation and role of angiogenesis in reproduction.
Taiwanese Journal of Obstetrics and Gynecology vol. 56 127-132 (2017).

Nouri, K. i in. Polymorphisms of VEGF and VEGF receptors are associated with the occurrence of ovarian
hyperstimulation syndrome (OHSS) - A retrospective case-control study. ]. Ovarian Res. 7, (2014).

Sasaki, Y., Ladner, D. G. i Cole, L. A. Hyperglycosylated human chorionic gonadotropin and the source of
pregnancy failures. Fertil. Steril. 89, 1781-1786 (2008).

Chen, C. Y, Hwu, Y. M., Chen, C. P. i Chang, C. C. Quantitative analysis of total p-subunit of human
chorionic gonadotropin concentration in urine by immunomagnetic reduction to assist in the diagnosis of
ectopic pregnancy. Int. |. Nanomedicine 10, 2475-2483 (2015).

Tsampalas, M. ef al. Human chorionic gonadotropin: A hormone with immunological and angiogenic
properties. |. Reprod. Immunol. 85, 93-98 (2010).

Wan, H. i in. Chorionic gonadotropin can enhance innate immunity by stimulating macrophage function. J.
Leukoc. Biol. 82, 926-933 (2007).

Zhong, T. i in. Lectin histochemical analysis of uterine natural killer cells in normal, hydatidiform molar and
invasive molar pregnancy. Oncol. Lett. 16, 6458-6464 (2018).

Palomino, W. A., Argandofia, F., Azta, R., Kohen, P. i Devoto, L. Complement C3 and Decay - Accelerating
Factor Expression Levels Are Modulated by Human Chorionic Gonadotropin in Endometrial
Compartments During the Implantation Window. Reprod. Sci. 20, 1103-1110 (2013).

Kayisli, U. A., Selam, B., Guzeloglu-Kayisli, O., Demir, R. i Arici, A. Human Chorionic Gonadotropin
Contributes to Maternal Immunotolerance and Endometrial Apoptosis by Regulating Fas-Fas Ligand
System. . Immunol. 171, 2305-2313 (2003).

Dauven, D., Ehrentraut, S., Langwisch, S., Zenclussen, A. C. i Schumacher, A. Inmune Modulatory Effects
of Human Chorionic Gonadotropin on Dendritic Cells Supporting Fetal Survival in Murine Pregnancy.
Front. Endocrinol. (Lausanne). 7, 146 (2016).

Mavrelos, D. i in. Efficacy and safety of a clinical protocol for expectant management of selected women
diagnosed with a tubal ectopic pregnancy. Ultrasound Obstet. Gynecol. 42, 102-107 (2013).

Szczerba, A., Biatas, P., Pieta, P. P. i Jankowska, A. hCG - related molecules and their measurement. Polish
Gynaecol. 84, 65-70 (2016).

Taran, F.-A. i in. The Diagnosis and Treatment of Ectopic Pregnancy. Dtsch. Arztebl. Int. 112, 693-703; 704-5
(2015).

Giakoumelou, S. i in. The role of infection in miscarriage. Hum. Reprod. Update 22, 116-33 (2016).

Freis, A. i in. Cytokines in relation to hCG are significantly altered in asymptomatic women with
miscarriage - a pilot study. Reprod. Biol. Endocrinol. 16, 93 (2018).

123



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Pismiennictwo

Seckl, M. J. i in. Gestational trophoblastic disease: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis,
treatment and follow-up. (2013).

Shiefa, S, Amargandhi, M., Bhupendra, J., Moulali, S. i Kristine, T. First Trimester Maternal Serum
Screening Using Biochemical Markers PAPP-A and Free B-hCG for Down Syndrome, Patau Syndrome and
Edward Syndrome. Indian ]. Clin. Biochem. 28, 3 (2013).

Roig, J., Krause, J.-M., Berger, P. i Merz, W. E. Time-dependent folding of immunological epitopes of the
human chorionic gonadotropin B-subunit. Mol. Cell. Endocrinol. 260-262, 12-22 (2007).

Hussa, R. The clinical marker hCG. (ABC-CLIO, Incorporated, 1987).

Yang, Y., Shi, Y., Hou, Y., Lu, Y. i Yang, ]. CGB5 expression is independently associated with poor overall
survival and recurrence-free survival in patients with advanced gastric cancer. Cancer Med. 7, 716-725
(2018).

Cole, L. A. i Butler, S. A. Hyperglycosylated human chorionic gonadotropin and human chorionic
gonadotropin free beta-subunit: tumor markers and tumor promoters. J. Reprod. Med. 53, 499-512 (2008).

Li, J. i in. B Subunit of Human Chorionic Gonadotropin Promotes Tumor Invasion and Predicts Poor
Prognosis of Early-Stage Colorectal Cancer. Cell. Physiol. Biochem. 45, 237-249 (2018).

Li, Z., Li, C,, Du, L., Zhou, Y. & Wu, W. Human chorionic gonadotropin  induces migration and invasion
via activating ERK1/2 and MMP-2 in human prostate cancer DU145 cells. PLoS One 8, (2013).

Sotgia, F., Fiorillo, M. i Lisanti, M. P. Mitochondrial markers predict recurrence, metastasis and tamoxifen-
resistance in breast cancer patients: Early detection of treatment failure with companion diagnostics.
Oncotarget 8, 68730-68745 (2017).

Giampazolias, E. i Tait, S. W. G. Mitochondria and the hallmarks of cancer. FEBS J. 283, 803-814 (2016).

Wu, W. i in. B-hCG promotes epithelial ovarian cancer metastasis through ERK/MMP2 signaling pathway.
Cell Cycle 18, 46-59 (2019).

Davies, S., Bax, C., Chatzaki, E., Chard, T. i Iles, R. K. Regulation of endometrial cancer cell growth by
luteinizing hormone (LH) and follicle stimulating hormone (FSH). Br. ]. Cancer 1730-1734 (2000).

Taliouri, E., Vrekoussis, T., Vergetaki, A., Agorastos, T. & Makrigiannakis, A. Corticotropin-releasing
hormone (CRH) is expressed in the human cervical carcinoma cells (HeLa) and upregulates the expression
of Fas ligand. Tumor Biol. 34, 125-130 (2013).

Schmid, F., Fliegert, R.,, Westphal, T., Bauche, A. & Guse, A. H. Nicotinic acid adenine dinucleotide
phosphate (NAADP) degradation by alkaline phosphatase. (2012).

Butler, S. A. i Iles, R. K. Ectopic Human Chorionic Gonadotropin Secretion by Epithelial Tumors and Human
Chorionic Gonadotropin-Induced Apoptosis in Kaposi’s Sarcoma: Is There a Connection? (2003).

Cerami, E. i in. The cBio Cancer Genomics Portal: An Open Platform for Exploring Multidimensional Cancer
Genomics. Cancer Discov. 2, 401-404 (2012).

Gao, J. i in. Integrative Analysis of Complex Cancer Genomics and Clinical Profiles Using the cBioPortal. Sci.
Signal. 6, pl1-pll (2013).

Chandrashekar, D. S. i in. UALCAN: A Portal for Facilitating Tumor Subgroup Gene Expression and
Survival Analyses. Neoplasia 19, 649-658 (2017).

Maaser, K., Sutter, A. P. i Schertiibl, H. Mechanisms of mitochondrial apoptosis induced by peripheral
benzodiazepine receptor ligands in human colorectal cancer cells. Biochem. Biophys. Res. Commun. 332, 646~
652 (2005).

Rull, K. i Laan, M. Expression of B-subunit of HCG genes during normal and failed pregnancy. Hum. Reprod.
20, 3360-3368 (2005).

Casarini, L., Santi, D., Brigante, G. i Simoni, M. Two hormones for one receptor: Evolution, biochemistry,
actions, and pathophysiology of LH and hCG. Endocrine Reviews vol. 39 549-592 (2018).

Tilburgs, T. i in. Human Chorionic Gonadotropin as a Central Regulator of Pregnancy Immune Tolerance. .
Immunol. 190, 2650-2658 (2013).

Ascoli, M. & Segaloff, D. L. On the structure of the luteinizing hormone/chorionic gonadotropin receptor.
Endocr. Rev. 10, 27-44 (1989).

Zygmunt, M. i in. Characterization of human chorionic gonadotropin as a novel angiogenic factor. J. Clin.
Endocrinol. Metab. 87, 5290-5296 (2002).

124



95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.
111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Pismiennictwo

Schumacher, A. i in. Human Chorionic Gonadotropin Attracts Regulatory T Cells into the Fetal-Maternal
Interface during Early Human Pregnancy. J. Immunol. 182, 5488-5497 (2009).

Cole, L. A. New discoveries on the biology and detection of human chorionic gonadotropin. Reproductive
Biology and Endocrinology vol. 7 8 (2009).

Eskild, A., Monkerud, L., Jukic, A. M., Asvold, B. O. i Lie, K. K. Maternal concentrations of human chorionic
gonadotropin (hCG) and risk for cerebral palsy (CP) in the child. A case control study. Eur. ]J. Obstet.
Gynecol. 228, 203-208 (2018).

Iles, R. K., Delves, P. J. i Butler, S. A. Does hCG or hCG?? play a role in cancer cell biology? Mol. Cell.
Endocrinol. 329, 62-70 (2010).

Cole, L. A. i Khanlian, S. A. Hyperglycosylated hCG: A variant with separate biological functions to regular
hCG. Molecular and Cellular Endocrinology vols 260-262 228-236 (2007).

Szczerba, A., Sliwa, A., Kubiczak, M., Nowak-Markwitz, E. i Jankowska, A. Human chorionic gonadotropin
B subunit affects the expression of apoptosis-regulating factors in ovarian cancer. Oncol. Rep. 35, 538-545
(2016).

Schiiler-Toprak, S., Treeck, O. & Ortmann, O. Human chorionic gonadotropin and breast cancer.
International Journal of Molecular Sciences vol. 18 (2017).

Bellet, D. i in. Malignant transformation of nontrophoblastic cells is associated with the expression of
chorionic gonadotropin f genes normally transcribed in trophoblastic cells. Cancer Res. 57, 516-523 (1997).

Span, P. N. i in. Analysis of expression of chorionic gonadotrophin transcripts in prostate cancer by
quantitative Tagman and a modified molecular beacon RT-PCR. J. Endocrinol. 172, 489-495 (2002).

Kubiczak, M., Walkowiak, G. P., Nowak-Markwitz, E. i Jankowska, A. Human chorionic gonadotropin beta
subunit genes CGB1 and CGB2 are transcriptionally active in ovarian cancer. Int. J. Mol. Sci. 14, 12650-12660
(2013).

Burczynska, B. B., Kobrouly, L., Butler, S. A., Naase, M. i Iles, R. K. Novel insights into the expression of
CGBI 1-2 genes by epithelial cancer cell lines secreting ectopic free. Anticancer Res. 34, 2239-2248 (2014).

Afsharpad, M. i in. Cancer-Testis Antigens as New Candidate Diagnostic Biomarkers for Transitional Cell
Carcinoma of Bladder. Pathol. Oncol. Res. 25,191-199 (2019).

Rull, K. i Laan, M. Expression of B-subunit of HCG genes during normal and failed pregnancy. Hum. Reprod.
20, 3360-3368 (2005).

Cocquebert, M. i in. Comparative expression of hCG B-genes in human trophoblast from early and late first-
trimester placentas. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 303, E950-8 (2012).

Hayflick, L. i Moorhead, P. S. The serial cultivation of human diploid cell strains. Exp. Cell Res. 25, 585-621
(1961).

Keibler, M. A. i in. Metabolic requirements for cancer cell proliferation. Cancer Metab. 4, 16 (2016).

Otto, T. i Sicinski, P. Cell cycle proteins as promising targets in cancer therapy. Nature Reviews Cancer vol. 17
93-115 (2017).

Van Dilla, M. A,, Trujillo, T. T., Mullaney, P. F. i Coulter, J. R. Cell microfluorometry: A method for rapid
fluorescence measurement. Science (80-. ). 163, 1213-1214 (1969).

Darzynkiewicz, Z., Huang, X. & Zhao, H. Analysis of Cellular DNA Content by Flow Cytometry. Curr.
Protoc. Cytom. 82,7.5.1-7.5.20 (2017).

Kim, K. H. i Sederstrom, ]J. M. Assaying cell cycle status using flow cytometry. Curr. Protoc. Mol. Biol. 2015,
28.6.1-28.6.11 (2015).

Gerdes, J. i in. Cell cycle analysis of a cell proliferation-associated human nuclear antigen defined by the
monoclonal antibody Ki-67. J. Immunol. 133, 1710-5 (1984).

Kurki, P., Vanderlaan, M., Dolbeare, F., Gray, J. i Tan, E. M. Expression of proliferating cell nuclear antigen
(PCNA)/cyclin during the cell cycle. Exp. Cell Res. 166, 209-219 (1986).

Rothaeusler, K. i Baumgarth, N. Assessment of Cell Proliferation by 5-Bromodeoxyuridine (BrdU) Labeling
for Multicolor Flow Cytometry. Curr. Protoc. Cytom. 40, Unit7.31 (2007).

Gao, S. i in. Effects of HCG on human epithelial ovarian cancer vasculogenic mimicry formation in vivo.
Oncol. Lett. 12, 459-466 (2016).

125



119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.
128.

129.

130.

131.
132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

Pismiennictwo

Gillott, D. ], Iles, R. K. i Chard, T. The effects of beta-human chorionic gonadotrophin on the in vitro growth
of bladder cancer cell lines. Br. J. Cancer 73, 323-326 (1996).

Zhao, R. i in. Human chorionic gonadotropin promotes cell proliferation through the activation of c-Met in
gastric cancer cells. Oncol. Lett. 16, 4271-4278 (2018).

Hamada, A. L. i in. Transfection of Antisense Chorionic Gonadotropin 3 Gene into Choriocarcinoma Cells
Suppresses the Cell Proliferation and Induces Apoptosis. J. Clin. Endocrinol. Metab. 90, 4873-4879 (2005).

Burczynska, B. i in. Stable knockdown of hCGB mRNA expression in bladder cancer cells results in
significant growth inhibition. Anticancer Res. 33, 3611-4 (2013).

Jankowska, A. i in. Reduction of human chorionic gonadotropin beta subunit expression by modified Ul
snRNA caused apoptosis in cervical cancer cells. Mol. Cancer 7, 1-9 (2008).

Jankowska, A. i in. Reduction of human chorionic gonadotropin beta subunit expression by modified Ul
snRNA caused apoptosis in cervical cancer cells. Mol. Cancer 7, 26 (2008).

Banach, P., Zaborowski, M. P., Izycka, N., Romala, A. i Nowak-Markwitz, E. The value of an initial drop in
Human Chorionic Gonadotropin levels in predicting a response to methotrexate in women with low-risk
Gestational Trophoblastic Neoplasia. Ginekol. Pol. 90, 141-147 (2019).

Ngan, H. Y. S. i in. Update on the diagnosis and management of gestational trophoblastic disease. Int. J.
Guynecol. Obstet. 143, 79-85 (2018).

Cole, L. A. Hyperglycosylated hCG, a review. Placenta 31, 653-664 (2010).

Li, D. i in. hCGP expression by cervical squamous carcinoma - In vivo histological association with tumour
invasion and apoptosis. Histopathology 53, 147-155 (2008).

Mendonga-Torres, M. C. i Roberts, S. S. The translocator protein (TSPO) ligand PK11195 induces apoptosis
and cell cycle arrest and sensitizes to chemotherapy treatment in pre- and post-relapse neuroblastoma cell
lines. Cancer Biol. Ther. 14, 319-326 (2013).

Favaloro, B., Allocati, N., Graziano, V., Di llio, C. i De Laurenzi, V. Role of apoptosis in disease. Aging vol. 4
330-349 (2012).

Chu, W. M. Tumor necrosis factor. Cancer Letters vol. 328 222-225 (2013).

Walczak, H. Death receptor-ligand systems in cancer, cell death, and inflammation. Cold Spring Harb.
Perspect. Biol. 5, (2013).

Martin, L. J. Mitochondrial and Cell Death Mechanisms in Neurodegenerative Diseases. Pharmaceuticals 3,
839-915 (2010).

Rojas-Rivera, D. i Hetz, C. TMBIM protein family: Ancestral regulators of cell death. Oncogene vol. 34 269-
280 (2015).

Tamm, I. i in. IAP-family protein Survivin inhibits caspase activity and apoptosis induced by Fas (CD95),
bax, caspases, and anticancer drugs. Cancer Res. 58, 5315-5320 (1998).

Altieri, D. C. Survivin, versatile modulation of cell division and apoptosis in cancer. Oncogene vol. 22 8581~
8589 (2003).

Hirano, H. i in. Survivin expression in lung cancer: Association with smoking, histological types and
pathological stages. Oncol. Lett. 10, 1456-1462 (2015).

Zhu, H. i in. High expression of survivin predicts poor prognosis in esophageal squamous cell carcinoma
following radiotherapy. Tumour Biol. 32, 1147-1153 (2011).

Fraunholz, 1. i in. High survivin expression as a risk factor in patients with anal carcinoma treated with
concurrent chemoradiotherapy. Radiat. Oncol. 7, 88 (2012).

Zhang, M., Li, X, Zhang, Y. i Zhou, K. Bax inhibitor-1 mediates apoptosis-resistance in human
nasopharyngeal carcinoma cells. Mol. Cell. Biochem. 333, 1-7 (2010).

Lu, B. i in. Bax inhibitor-1 is overexpressed in non-small cell lung cancer and promotes its progression and
metastasis. Int. J. Clin. Exp. Pathol. 8, 1411-1418 (2015).

Lebeaupin, C., Blanc, M., Vallée, D., Keller, H. i Bailly-Maitre, B. BAX inhibitor-1: between stress and
survival. FEBS ]. febs.15179 (2020) doi:10.1111/febs.15179.

Mirakhor Samani, S., Ezazi Bojnordi, T., Zarghampour, M., Merat, S. i Fouladi, D. F. Expression of p53, Bcl-2
and Bax in endometrial carcinoma, endometrial hyperplasia and normal endometrium: a histopathological
study. J. Obstet. Gynaecol. (Lahore). 38, 999-1004 (2018).

126



144.

145.
146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.
156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

Pismiennictwo

Cui, J. i Placzek, W. J. Post-transcriptional regulation of anti-apoptotic BCL2 family members. International
Journal of Molecular Sciences vol. 19 (2018).

Mittal, R., Jaiswal, P. i Goel, A. Survivin: A molecular biomarker in cancer. Indian J. Med. Res. 141, 389 (2015).

Nyen, T. Van, Moiola, C. P., Colas, E., Annibali, D. i Amant, F. Modeling endometrial cancer: Past, present,
and future. International Journal of Molecular Sciences vol. 19 (2018).

Liu, Y., Beyer, A. i Aebersold, R. On the Dependency of Cellular Protein Levels on mRNA Abundance. Cell
vol. 165 535-550 (2016).

Warner, J. R. The economics of ribosome biosynthesis in yeast. Trends in Biochemical Sciences vol. 24 437-440
(1999).

Chu, D., Barnes, D. J. i von der Haar, T. The role of tRNA and ribosome competition in coupling the
expression of different mRNAs in Saccharomyces cerevisiae. Nucleic Acids Res. 39, 6705-14 (2011).

Reid, D. W, Shenolikar, S. i Nicchitta, C. V. Simple and inexpensive ribosome profiling analysis of mRNA
translation. Methods 91, 69-74 (2015).

Hrdlickova, R., Toloue, M. i Tian, B. RNA-Seq methods for transcriptome analysis. Wiley Interdisciplinary
Reviews: RNA vol. 8 (2017).

Muz, B., de la Puente, P., Azab, F. i Azab, A. K. The role of hypoxia in cancer progression, angiogenesis,
metastasis, and resistance to therapy. Hypoxia 3, 83 (2015).

Jing, X. i in. Role of hypoxia in cancer therapy by regulating the tumor microenvironment. Molecular Cancer
vol. 18 1-15 (2019).

Wigerup, C., Pdhlman, S. i Bexell, D. Therapeutic targeting of hypoxia and hypoxia-inducible factors in
cancer. Pharmacology and Therapeutics vol. 164 152-169 (2016).

Smith, B. i Bhowmick, N. Role of EMT in Metastasis and Therapy Resistance. J. Clin. Med. 5, 17 (2016).

Aijello, N. M. i Kang, Y. Context-dependent EMT programs in cancer metastasis. Journal of Experimental
Medicine vol. 216 1016-1026 (2019).

Timmerman, L. A. i in. Notch promotes epithelial-mesenchymal transition during cardiac development and
oncogenic transformation. Genes Dev. 18, 99-115 (2004).

Li, X. i in. Snail induction is an early response to Glil that determines the efficiency of epithelial
transformation. Oncogene 25, 609-621 (2006).

Kim, K., Lu, Z. i Hay, E. D. Direct evidence for a role of 3-catenin/LEF-1 signaling pathway in induction of
EMT. Cell Biol. Int. 26, 463-476 (2002).

Lambert, A. W., Pattabiraman, D. R. i Weinberg, R. A. Emerging Biological Principles of Metastasis. Cell vol.
168 670-691 (2017).

Wu, W. i Walker, A. M. Human chorjonic gonadotropin 3 (HCGP) down-regulates E-cadherin and
promotes human prostate carcinoma cell migration and invasion. Cancer 106, 68-78 (2006).

Liu, N. i in. Human chorionic gonadotropin beta regulates epithelial-mesenchymal transition and metastasis
in human ovarian cancer. Oncol. Rep. 1464-1472 (2017) doi:10.3892/0r.2017.5818.

Li, J. i in. B Subunit of Human Chorionic Gonadotropin Promotes Tumor Invasion and Predicts Poor
Prognosis of Early-Stage Colorectal Cancer. Cell. Physiol. Biochem. 45, 237-249 (2018).

Kawamata, F. i in. Chorionic Gonadotropin-p Modulates Epithelial-Mesenchymal Transition in Colorectal
Carcinoma Metastasis. Am. J. Pathol. 188, 204-215 (2018).

Jiang, W. G. i in. Tissue invasion and metastasis: Molecular, biological and clinical perspectives. Seminars in
Cancer Biology vol. 35 5244-5275 (2015).

Redig, A.J. i Mcallister, S. S. Breast cancer as a systemic disease: A view of metastasis. Journal of Internal
Medicine vol. 274 113-126 (2013).

Wang, X. i Adjei, A. A. Lung cancer and metastasis: new opportunities and challenges. Cancer Metastasis
Rev. 34,169-171 (2015).

Bialas, P. i Jankowska, A. Biochemical markers in breast and ovarian cancer. Polish Rev. Heal. Sci. 42, 115-121
(2015).

He, W. i in. Clinical significance of circulating tumor cells in predicting disease progression and
chemotherapy resistance in patients with gestational choriocarcinoma. Int. J. Cancer 144, 1421-1431 (2019).

127



10. Spis tabel, rysunkéw i rycin

10.1. Spis rysunkéw i rycin

Rysunek 1. Estymowane sekwencje aminokwasowe w strukturze pierwszorzedowej biatka hCGf3

Rycina 1.
Rycina 2.
Rycina 3.
Rycina 4.

Rycina 5.

Rycina 6.

Rycina 7.

Rycina 8.

Rycina 9.

..................................................................................................................................................... 22
Utlozenie genéw CGB w klastrze LHB/CGB na chromosomie 19.. .......c.cccccoeeevinnnneuevencnenee. 8
Struktura genéw CGB ulokowanych na chromosomie 19 ..........cccovveieuiecicinnnnneeeenenee. 9
Uklad podjednostek alfa i beta hCG po uformowaniu struktury heterodimeru................. 11

Poziom ekspresji genu CGB1 wyrazony w liczbie transkryptéw na milion [TPM]
w tkankach raka szyjki macicy oraz w tkankach szyjki macicy niezmienionych
NOWOLWOTOWO ...vovviviiiiiiiii ettt s st s st s st s ettt sasas st en s s ne 40

Poziom ekspresji genu CGB2 wyrazony w liczbie transkryptéw na milion [TPM]
w tkankach raka szyjki macicy oraz w tkankach szyjki macicy niezmienionych
NOWOLWOTOWO ...vvviviiiiiiiii ettt s sttt s s st s et sasse st es s s re 40

Poziom ekspresji genu CGB5 wyrazony w liczbie transkryptéw na milion [TPM]
w tkankach raka szyjki macicy oraz w tkankach szyjki macicy niezmienionych
NOWOLWOIOWO ...vvviviniiiiiii ettt ses sttt a st s s s s st s ettt easas et en s s nes 41

Poziom ekspresji genu CGB1 wyrazony w liczbie transkryptéow na milion [TPM]
w tkankach raka endometrium oraz w tkankach endometrium niezmienionych
NOWOLWOIOWO ...vivvitiiiiiiiiite ittt sttt a st cs s bttt saeas s s st 41

Poziom ekspresji genu CGB2 wyrazony w liczbie transkryptéw na milion [TPM]
w tkankach raka endometrium oraz w tkankach endometrium niezmienionych
NOWOLWOIOWO ...vovvivininiiiii ettt s st cs st s ettt sasa st en s 42

Poziom ekspresji genu CGB5 wyrazony w liczbie transkryptéw na milion [TPM]
w tkankach raka endometrium oraz w tkankach endometrium niezmienionych

TMOWOLWOTOWO ..eeeveieeeieeeeeeteeeeeteeeeeesteeeeeaeeesensaeesessaeeesesaseessnsesessessseesenaneessnsaneesaseeesssnnrsssnnnnes 42

Rycina 10. Wzgledny poziom ekspresji genéw CGB przyréwnany do poziomu ekspresji genu

referencyjnego HPRT oraz znormalizowany wzgledem krzywych wzorcowych
w komérkach linii HeLa transfekowanych konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1,
CGB 2.2, CGB 5. ..ttt ettt et 44

Rycina 11. Reprezentatywny wynik detekcji bialek hCGf oraz GAPDH uzyskany metoda western

blot zizolatéw linii komoérkowej HelLa siedemdziesiat dwie godziny od momentu

ErANSFEKCL. 1ovviii s 45



Spis tabel i rycin | 129

Rycina 12. Wzgledny poziom ekspresji biatka hCGP oznaczony densytometrycznie w izolatach
komérkowych linii HeLa, znormalizowany wobec biatka referencyjnego GAPDH. ......45
Rycina 13. Relatywny poziom ekspresji genéw CGB przyréwnany do poziomu ekspresji genu
referencyjnego HPRT w komorkach linii Ishikawa transfekowanych konstruktami CGB
1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5.....ocuoviiiiiiciiccen s 47
Rycina 14. Reprezentatywny wynik detekcji bialek hCGp oraz GAPDH w izolatach biatkowych
z linii komoérkowej Ishikawa siedemdziesiat dwie godziny po transfekcji, uzyskany
MEtOd WESEEITI DLOT ..cviiiieiiiieiiciccit ettt sttt sb e e s b e sseesaeseessessens 47
Rycina 15. Wzgledny poziom ekspresji biatka hCGP oznaczony w izolatach komérkowych linii
Ishikawa znormalizowany wobec biatka referencyjnego GAPDH........cccccovvnvivuenennee 48
Rycina 16. Komorki linii Hela aktywnie inkorporujagce BrdU podczas replikacji DNA,

uwidocznione podczas reakcji z przeciwcialem przeciwko BrdU, skoniugowanym

Rycina 17. Zmiany proliferacji komoérek linii HeLa transfekowanych konstruktami CGB: CGB 1.1,
CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 wykazane podczas analizy z wykorzystaniem
bromodeoksyurudyny (BrdU)..........ccccoiiiniiiiiiiiiiccciceere e 53

Rycina 18. Reprezentatywny  wykres  zmian  proliferacji komoérek  Hela  podczas
siedemdziesieciodwugodzinnej obserwacji z wykorzystaniem sytemu xCELLigence®
RTCADP. ..ot 54

Rycina 19. Zmiany w proliferacji komoérek HelLa obserwowane z wykorzystaniem systemu
xCELLigence® RTCA DP, w siedemdziesiagtej drugiej godzinie od przeprowadzenia
transfekcji konstruktami CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB5........cccccevveucuranee. 55

Rycina 20. Komorki linii Ishikawa aktywnie inkorporujagce BrdU podczas replikacji DNA,

uwidocznione podczas reakcji z przeciwcialem przeciwko BrdU, skoniugowanym

Rycina 21. Zmiany proliferacji komoérek linii Ishikawa transfekowanych konstruktami CGB:
CGB11, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 uwidocznione metoda inkorporacji
bromodeoksyurudyny (BrdU)...........cccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiciice 59

Rycina 22. Reprezentatywny = wykres zmian w  proliferacji komoérek Ishikawa podczas

siedemdziesieciodwugodzinnej obserwacji z wykorzystaniem sytemu xCELLigence® RTCA

Rycina 23. Wykres zmian proliferacji komoérek Ishikawa uzyskany dzieki wykorzystaniu systemu
xCELLigence® RTCA DP w siedemdziesiagtej drugiej godzinie od przeprowadzenia
transfekcji konstruktami: CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB5........ccoeueueuennnene. 61

Rycina 24. Reprezentatywny wykres zmian potencjalu inwazyjnosci komoérek HelLa podczas
dwudziestoczterogodzinnej obserwacji z wykorzystaniem sytemu xCELLigence®

RTCA DP.. ettt sttt ettt sb et ettt et bt sb e st e bt e b e saesbesaeeneennens 62



Spis tabel i rycin | 130

Rycina 25. Wykres potencjalu inwazyjnosci komorek linii Hela poddanych transfekeji
z zastosowaniem badanych konstruktéw: CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 563
Rycina 26. Reprezentatywny wykres zmian potencjatu inwazyjnosci komoérek Ishikawa podczas
dwudziestoczterogodzinnej obserwacji z wykorzystaniem sytemu xCELLigence®
RTCA DP ..ottt 64
Rycina 27. Wykres potencjalu inwazyjnosci komorek linii Ishikawa poddanych transfekcji
badanymi konstruktami: CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5. .....c.ccccevrnrunnnee 64
Rycina 28. Reprezentatywne histogramy jednowymiarowe cyklu komoérkowego komoérek linii
HelLa transfekowanych analizowanymi konstruktami............cccccovviiiiiciinnnnnnnnes 66
Rycina 29. Wykresy rozkladéw licznosci komoérek HeLa znajdujacych sie w poszczegélnych fazach
cyklu zyciowego (A. faza apoptozy; B. faza GO/Gl; C. faza S; D. faza G2/M)
poddanych transfekcji z zastosowaniem badanych konstruktéw: CGB 1.1, CGB 1.2,
CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5.ttt 67
Rycina 30. Reprezentatywne histogramy jednowymiarowe cyklu komérkowego komoérek linii
Ishikawa transfekowanych analizowanymi konstruktami .............cccccccoeiiennnnccccnenee 69
Rycina 31. Wykresy rozkladéw licznosci komérek znajdujacych sie w poszczegoélnych fazach cyklu
zyciowego (A. faza apoptozy; B. faza G0/G1; C. faza S; D. faza G2/M) dla komorek linii
Ishikawa poddanych transfekcji z zastosowaniem badanych konstruktéw: CGB 1.1,
CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5.ttt 70
Rycina 32. Komérki  linii  HelLa  wybarwione mieszaning barwnikéw: bisbenzymidu
(Hoechst 33342) i jodku propidyny. ..ot eeeeeens 71
Rycina 33. Komorki linii Ishikawa wybarwione mieszaning barwnikéw: bisbenzymidu
(Hoechst 33342) i jodku propidyny. ... eeeeeeens 71
Rycina 34. Wzgledny poziom ekspresji genu BIRC5, przyréwnany do poziomu ekspresji genu
referencyjnego HPRT w komérkach linii HeLa transfekowanych konstruktami: CGB 1.1,
CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB ..ot 72
Rycina 35. Reprezentatywny wynik detekcji biatka surwiwina oraz GAPDH w izolatach
biatkowych z linii komérkowej HelLa siedemdziesigt dwie godziny po transfekcji,
uzyskany metodq Western bIOt. ..........ccccccviiiiniiiiiicc e 73
Rycina 36. Wzgledny poziom ekspresji biatka surwiwina oznaczony w izolatach biatkowych linii
HeLa, znormalizowany wobec biatka referencyjnego GAPDH ...........c.cccccoovrriininnnne. 73
Rycina 37. Relatywny poziom ekspresji genu BAX przyréwnany do poziomu ekspresji genu
referencyjnego HPRT w komérkach linii HeLa transfekowanych konstruktami CGB 1.1,
CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB ...ttt 75
Rycina 38. Reprezentatywny wynik detekeji bialek BAX oraz GAPDH w izolatach biatkowych z
linii komérkowej HeLa siedemdziesigt dwie godziny po transfekcji, uzyskany metoda

TWESTRTTL DLOT ...ttt et et e e et e e et e e s et e e e e et e e eesaaeeeseaaeeesanteesssnseeesannneas 75



Rycina 39.

Rycina 40.

Rycina 41.

Rycina 42.

Rycina 43.

Rycina 44.

Rycina 45.

Rycina 46.

Rycina 47.

Rycina 48.

Rycina 49.

Spis tabel i rycin

Wzgledny poziom ekspresji biatka BAX oznaczony w izolatach komoérek HelLa,
znormalizowany wobec biatka referencyjnego GAPDH. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1,
CGB 2.2, CGB 5 - izolaty biatkowe z komérek poddawanych transfekcji z uzyciem
WYbranego KONSIUKEUL ........c.ciuiiiiiiiicccc e 76
Relatywny poziom ekspresji genu BCL2 przyréwnany do poziomu ekspresji genu
referencyjnego HPRT w komérkach linii HeLa transfekowanych konstruktami CGB 1.1,
CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5.t 77
Reprezentatywny wynik detekcji biatka BCL-2 oraz GAPDH metoda western blot,
uzyskany dla izolatéw biatkowych komoérek Hela siedemdziesigt dwie godziny od
transfekcji. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5 - izolaty biatkowe z komoérek
poddawanych transfekcji z uzyciem wybranego konstruktu. ... 78
Wzgledny poziom ekspresji biatka BCL-2 oznaczony w izolatach linii HelLa,
znormalizowany wobec bialka referencyjnego GAPDH. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1,
CGB 2.2, CGB 5 - izolaty biatkowe zkomoérek poddanych transfekcji z uzyciem
Wybranego KONStruKEU. ... 78
Relatywny poziom ekspresji genu BIRC5, przyréwnany do poziomu ekspresji genu
referencyjnego HPRT, w komoérkach linii Ishikawa transfekowanych konstruktami
CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5.. ...ocoiiiiiiiiriiicicieiecneccceses s 80
Reprezentatywny wynik detekcji biatka surwiwina oraz GAPDH w izolatach
biatkowych z linii komérkowej Ishikawa siedemdziesigt dwie godziny po transfekgji,
uzyskany metodg western bIOt. ..........cccocoviiiiiiiiiiiiii 81
Wzgledny poziom ekspresji biatka surwiwina oznaczony w izolatach linii Ishikawa,
znormalizowany wobec bialka referencyjnego GAPDH. CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1,
CGB 22, CGB 5 - izolaty biatkowe z komoérek poddanych transfekcji z uzyciem
wybranego konstruktu. Kontrole stanowity komoérki nietransfekowane. ........................ 81
Relatywny poziom ekspresji genu BAX przyréwnany do poziomu ekspresji genu
referencyjnego HPRT w komorkach linii Ishikawa transfekowanych konstruktami CGB
1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5......cooviiiiiiiiiiniiciicssns 83
Reprezentatywny wynik detekcji bialek BAX oraz GAPDH w izolatach biatkowych
z linii komoérkowej Ishikawa siedemdziesigt dwie godziny po transfekcji, uzyskany
MEt0dg WESTEITI DIOL. ..oviviiiciiciiciici ittt ettt et sa et besbeete e esnessens 84
Wzgledny poziom ekspresji biatka BAX oznaczony w izolatach komérkowych linii
Ishikawa, znormalizowany wobec biatka referencyjnego GAPDH...............ccccoovrrnnnnn. 84
Relatywny poziom ekspresji genu BCL2 przyréwnany do poziomu ekspresji genu
referencyjnego HPRT w komérkach linii Ishikawa transfekowanych konstruktami

CGB 1.1, CGB 1.2, CGB 2.1, CGB 2.2, CGB 5.. ..ottt 86

131



Spis tabel i rycin | 132

Rycina 50. Reprezentatywny wynik detekcji bialek BCL-2 oraz GAPDH w izolatach biatkowych
z linii komoérkowej Ishikawa siedemdziesigt dwie godziny po transfekcji, uzyskany
MEtOd WESEEITI DIOT ..cvvieiiiiiiiiiciccccteeeee ettt ettt sb b e s e saesnessennens 87
Rycina 51. Wzgledny poziom ekspresji bialka BCL-2 oznaczony w izolatach biatkowych linii
Ishikawa znormalizowany wobec biatka referencyjnego GAPDH...........ccccocovvirvirnnennnne. 87
Rycina 52. Odsetki komoérek linii HeLa transfekowane konstruktami CGB oraz uwidocznione
podczas obserwacji mikroskopowej po zaindukowaniu procesu apoptozy. ................... 89
Rycina 53. Komorki linii HelLa wybarwione mieszaning barwnikéw: bisbenzymidu
(Hoechst 33342) i jodku propidyny po 24 godzinach od chwili indukcji procesu
APOPLOZY . ..ttt 91
Rycina 54. Odsetki komoérek linii Ishikawa transfekowane konstruktami CGB oraz uwidocznione
podczas obserwacji mikroskopowej po zaindukowaniu procesu apoptozy. ................... 93
Rycina 55. Komorki linii Ishikawa wybarwione mieszaning barwnikéw: bisbenzymidu (Hoechst

33342) i jodku propidyny po 24 godzinach od chwili indukcji procesu apoptozy.. ........ 94


../../../Desktop/Praca_dr_3005.doc#_Toc41768712
../../../Desktop/Praca_dr_3005.doc#_Toc41768712
../../../Desktop/Praca_dr_3005.doc#_Toc41768712
../../../Desktop/Praca_dr_3005.doc#_Toc41768714
../../../Desktop/Praca_dr_3005.doc#_Toc41768714

10.2. Spis tabel

Tabela 1. Zestawienie komponentéw uzywanych do reakcji odwrotnej transkrypcji..........cceveueeeee 22
Tabela 2. Charakterystyka starteréw wykorzystywanych do klonowania genéw CGB..................... 23
Tabela 3. Zestawienie komponentOw PCR..........c.cccccciiiininininieieeccitrrreeeeveieeee e 24
Tabela 4. Profil temperaturowy PCR ........cccooriiiiiiiiiiiiiiiiinreeeteeieieitt st seee 24
Tabela 5. Zestawienie skltadnikéw zastosowanych w reakcjach ciecia restrykcyjnego....................... 25
Tabela 6. Zestawienie sktadnikéw zastosowanych w reakcjach ligacji......c.coeveueueveucccinininnnerercncnenee 25
Tabela 7. Zestawienie starteréw wykorzystywanych do reakcji qPCR.........coeveueeeicininnnnieeeenenee 29
Tabela 8. Charakterystyka sond uzytych do reakcji qPCR .........cccccciiiiinnnniiicciicreccee, 29
Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej qPCR.........ccccooiiiiiiiiiiicccc e 30
Tabela 10. Profil termiczny reakcji qPCR z uzyciem Light Cycler TagMan Master i sond

My droliZUacyChL. ... 30
Tabela 11. Charakterystyka sktadnikéw uzytych do przygotowania zelu poliakrylamidowego

stosowanego podczas procedury western blot............cccccoviiiiiiiiiniiiiiie 35
Tabela 12. Charakterystyka stosowanych przeciwcial podczas detekeji biatek...........ccovrreennee. 36

Tabela 13. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspresji biatka hCGp
oznaczonych w izolatach komérkowych linii HelLa, znormalizowanych wobec biatka
referencyjnego GAPDH. ...t 46

Tabela 14. Wyniki analiz statystycznych wzgledych pozioméw ekspresji biatka hCGp oznaczonych

w izolatach komérkowych linii Ishikawa znormalizowanych wobec biatka referencyjnego

Tabela 15. Wyniki analiz statystycznych odsetka komérek inkorporujacych BrdU dla linii HeLa .. 53
Tabela 16. Wyniki analiz statystycznych tempa proliferacji komérek HelLa w siedemdziesiatej

drugiej godzinie po transfekCyi........cocoveeiiiiiiiiccc e 55
Tabela 17. Wyniki analiz statystycznych odsetka komorek inkorporujacych BrdU dla linii Ishikawa

Tabela 18. Wyniki analiz statystycznych proliferacji komoérek Ishikawa w siedemdziesigtej drugiej
gOdZINie ODSEIWACH ......ovvviiiiiiiiiiiic s 61
Tabela 19. Procentowy udzial poszczegélnych faz cyklu komoérkowego komoérek HeLa
transfekowanych konstruktami CGB............ccccccciiiinnnnnicccccreeeeeeiee e 65
Tabela 20. Procentowy udzial komoérek znajdujacych sie w poszczegdlnych fazach cyklu
komorkowego linii komorkowej Ishikawa poddanej transfekcji. ..........cccooveiieiniiccennen 68
Tabela 21. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspresji biatka surwiwina
oznaczonych wizolatach komérek HelLa, znormalizowanych wobec biatka

referencyjnego GAPDH ... 74



Spis tabel i rycin | 134

Tabela 22. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspres;ji biatka BAX oznaczonych

w izolatach komérek HeLa, znormalizowanych wzgledem bialka referencyjnego GAPDH

Tabela 23. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspresji biatka BCL-2
oznaczonych wizolatach komoérek Hela, znormalizowanych wobec biatka
referencyjnego GAPDH ... 79

Tabela 24. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspresji biatka surwiwina
wizolatach komoérkowych linii Ishikawa, znormalizowanych wobec biatka
referencyjnego GAPDH. ... 82

Tabela 25. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspres;ji biatka BAX oznaczonych
w izolatach biatkowych Ishikawa, znormalizowanych wobec bialka referencyjnego
GAPDH. ..ot s 85

Tabela 26. Wyniki analiz statystycznych wzglednych pozioméw ekspresji biatka BCL-2
oznaczonych w izolatach komérkowych linii Ishikawa, znormalizowanych wobec biatka
referencyjnego GAPDH. .........cccccoiiiicce e 88

Tabela 27. Wyniki analiz statystycznych odsetka komérek apoptotycznych dla linii komérkowej

Tabela 28. Wyniki analiz statystycznych odsetka komoérek apoptotycznych dla linii komérkowej
ISIIKAWAL ..o 93



