STRESZCZENIE

Niedokrwist@¢ Fanconi'ego (ang. FA- Fanconi anemia) stanowiedieprodny zespot
zaburzé genetycznych i fenotypowych i uwtavia na czynniki alkilupce, generujcych
wiazania krzgowe nici DNA (ICLs- interstrand DNA crosslinks). ¢fanci z FA wykazuyj
wysokie ryzyko zachorowana ptaskonabtonkowe raki gtowy i szyi (HNSCC- head neck
squamous cell carcinoma). Co ciekawe, pacjentowh 2 HNSCC nie ranicuje istotnie tto
zmian genetycznych, w poréwnaniu do sporadycznyezipgadkéw HNSCC.

Celem niniejszej pracy byto zidentyfikowanie gendeéciezki FA/BRCA naprawy
DNA zaburzonych w raku krtani, scharakteryzowanas pvzgkdem r&nych poziomow
molekularnych oraz zweryfikowanie zdokwd naprawy DNA po podaniu cisplatyny.

Materiat do bada stanowito 21 linii komoérkowych z raka krtani (angSCC), 101
prébek DNA z pierwotnych guzéw LSCC, 55 prébek DNAhistologicznie zdrowych
margineséw z olkbu LSCC i 35 prébek RNA z pierwotnych guzéw LSCC.

W celu realizacji zadazastosowano techniki pirosekwencjonowania, mikmerae
DNA liczby kopii DNA (Agilent 44K i 244K) i eksprgsmRNA (Affymetrix U133 plus 2.0),
weryfikowany przez iléciowy PCR w czasie rzeczywistym (RT-gPCR), sekwamayvanie
nastpnej generacji (NGS), mikromacierzy ekspresyjneRNA (Agilent 60K), Western
immunobloting oraz test kometowy.

GenyFANCA, FANCB, BRCA1 i BRCA2 charakteryzowaty giznacaco zmienionym
(p<0.05) poziomem metylacji w liniach komoérkowych LSCC werpwnaniu do kontroli.
Jednake, jedynie dlaFANCA wykazano istotne tdice w metylacji w probkach z guzéw
pierwotnych LSCC{<0.0001), okreslajace hipometylag) w wickszasci przypadkow.

W DNA z margineséw guzéw krtani rowriewykazano znaczo obnzong
(p<0.0001) metylacg FANCA, co swiadczy o podobnym wzorze metylacji w poréwnaniu do

guzéw. Co wecej, pacjenci z rakiem krtani przejawiali znaczZiejgszy (2-krotnie), catkowity



czas 5-letniego przgcia, przy porownywaniu kwartyli metylacji, nagsizej i najwyszej
(p=0.003). Pacjenci z metylagjFANCA ponizej arbitralnego punktu odgia (60%) poziomu
metylacji wykazywali podobnie, dwukrotnie dire przeycie (p<0.001). Z kolei, analiza
LINE-1 sugeruje istotqnhipometylacy, co sugerujeze metylacja DNA jest ogélnie obmina
w analizowanych prébach z rakéw krtani.

Dane z mikromacierzy ekspresyjnych sugersjotra nadekspresj(p<0.05) 6 gendw
szlaku FA/BRCA FANCA, FANCB, BRCA1, FANCI, FANCL i BRIP1). Wyniki z PCR w
czasie rzeczywistym potwierdzity znaazmadekspregj FANCA w obu grupach, liniach
komédrkowych i guzach pierwotnycp<0.005).

Wyniki z array-CGH wskazgjdla loci gendéw FA nieliczne dysproporcje w liczbie
kopii DNA w liniach komérkowych LSCC. Co wéej, wykryto mikroRNAmMiR-940, -374b, -
1246 i -1290 istotnie zmienionep<0.05) w LSCC inie publikowane w ujciu z HNSCC.

Na podstawie NGS nie zidentyfikowano mutacji ekseyah (z wyptkiem SNP) a
programy Polyphen2 i SIFT wskazua SNP (rs17233497) w UT-SCC-22, jako potencjalnie
szkodliwy. Wyniki Western blot pozwolity okék¢ zréznicowane poziomy biatka FANCA.
Nastpnie, wyniki Western blot przeciw FANCD2 wskazalg dwie linie komoérkowe (UT-
SCC-34 i UT-SCC-50), prezenigg obie formy FANCD2, L i S, a pozostale linie wykgy
jedynie forng nieubkwitynowan FANCD2-S. Na podstawie oceny poziomu biatka FANCA
wybrane cztery linie komérkowe poddano badaniu paeszkodzenia DNA (test kometowy).
Testowane linie komorkowe zdicowat stopié@ migracji DNA z pder komérkowych,
odpowiadajcy poziomowi uszkodzeDNA.

Niska metylacjaFANCA w DNA z guzow byla zwizana z lepszym catkowitym
przezyciem u chorych na LSCC. Wynik ten jest w opozyh)i teorii, gdzie niska metylacja
przektada si na wiksz ekspresj FANCA, co powinno pomagaw lepszej odpowiedzi na
uszkodzenia DNA (chemioterapia- cisplatyna) i @stahie skutkowagorszym rokowaniem

z powodu oporn&i na leczenie. Alternatywnie, nadekspresfANCA mogta zosta



indukowana przez kingzATR i jej efektor CHEK1, ktérych nadekspresja abstwykazana
w liniach komorkowych LSCC. Niemniej brak monoubikgmowanego FANCD2 oznacza
brak aktywndci szlaku FA/BRCA w w¢kszasci analizowanych liniach komarkowych LSCC.

W trakcie bada wykazano nieopisanwcze&niej w HNSCC nadekspresmiR-940,
ktory maze potencjalnie wptywana funkcjeFANCA. Niezalenie, poziom biatka FANCA
wigzal st z potencjatem do naprawy DNA w kilku testowanydhiach komoérkowych,
traktowanych czynnikiem alkilagym (cisplatym).

Biorac pod uwag, ze wykazanoi sciezka FA/BRCA jest nieaktywna w wkszaci z
analizowanych linii komorkowych, biatko FANCA pramoodobnie funkcjonuje tutaj z

alternatywn i niezalena rola od pozostatych biatek zaaanych zeciezka FA/BRCA.



