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I.

WSTEP

Ptaskonabtonkowy rak krtani (ang. Laryngeal Squamous Cell Carcinoma, LSCC)
nalezy do grupy nowotworow gltowy iszyi (ang. Head and Neck Squamous Cell
Carcinomas, HNSCCs). Do nowotworow tych zalicza si¢ zmiany w obrgbie warg, jamy
ustnej, gardta (czesSci nosowej, ustnej ikrtaniowej), zatok przynosowych, $linianek,
krtani oraz ucha. Nowotwory ptaskonablonkowe - wywodzace si¢ z nierogowaciejacego
nablonka wielowarstwowego ptaskiego stanowia okoto 90% wszystkich nowotworow
rozwijajacych si¢ w obregbie gtowy i szyi [1] (http://onkologia.org.pl).

Zmiany genetyczne, pojawiajace si¢ w komorkach spontanicznie lub pod wptywem
czynnikow zewngtrznych, sa w wigkszos$ci przypadkow skutecznie eliminowane przez
komoérkowe systemy naprawy. W sytuacji patologicznej, zmiany te kumuluja sig,
rozpoczynajac w ten sposob proces nowotworzenia. Z procesem tym zwigzane sa
gléwnie dwa typy gendw o przeciwstawnym dzialaniu w komorce - onkogeny i geny
supresji nowotworowej. Od ich wlasciwej aktywnosci zalezy prawidlowe

funkcjonowanie komorki.

1. Epidemiologia raka krtani w Polsce

Wedtug najnowszych dostgpnych danych zgromadzonych w Krajowym Rejestrze
Nowotworéw [1] (http://onkologia.org.pl) dotyczacych epidemiologii raka krtani
w Polsce, w 2015 roku zapadto na niego 2171 mgzczyzn 1 355 kobiet. W tej grupie 173
mezczyzn 134 kobiety pochodzito z Wielkopolski. Zachorowania na zto§liwego raka
krtani stanowia 2,7% diagnozowanych przypadkéw nowotwordw u megzczyzn, co
plasuje go na 9. miejscu wsrdod wszystkich nowotwordw. U kobiet rak krtani stanowi
0,4% przypadkow nowotwordéw 1 zajmuje 31. pozycje. Odsetek zachorowan utrzymuje
si¢ na porOwnywalnym poziomie na przestrzeni lat. W 2008 roku warto$¢ ta wynosita
3,2% dla megzczyzn (9. miejsce sposréd wszystkich nowotworow) i 0,5% dla kobiet (31.
miejsce).

Od lat utrzymuje si¢ wysoka $miertelno$¢ pacjentow ze zdiagnozowanym
nowotworem tego typu. W 2015 roku z jego powodu zmarto 1405 megzczyzn oraz 205
kobiet (w Wielkopolsce odpowiednio 134 oraz 17). Stosunek $mierci pacjentow do
zachorowan wynosi dla mezczyzn 0,65 10,58 dla kobiet. Odsetek zgonow z powodu

raka krtani wynosi 2,5% (11. miejsce wsréd wszystkich nowotwordow) dla mezczyzn



10,5% (31. miejsce) dla kobiet. Co istotne, odsetek zgonow nie ulegt istotnej zmianie na
przestrzeni ostatnich 7 lat. Wedlug danych zebranych w Krajowym Rejestrze
Nowotworéow w 2008 roku wynosit 2,7% (11. miejsce) dla mgzczyzn 10,5% (32.
miejsce) dla kobiet [1]. Wzrost zachorowan izwiazany z tym wzrost liczby zgonow
obserwuje si¢ u osoéb po 50 roku zycia, z apogeum liczby przypadkéw w wieku 60-65

lat [1].

2. Etiologia raka krtani

Czynniki zwigkszajace ryzyko rozwoju nowotworu krtani mozna podzieli¢ na dwie
glowne grupy: egzo- iendogenne. Glownym czynnikiem egzogennym jest dym
tytoniowy, a doktadniej wchodzace w jego sktad zwiazki chemiczne. Wykazano, ze
z okoto 5000 réznych zwiazkéw chemicznych sktadajacych si¢ na dym tytoniowy, 98
stanowi potencjalne zagrozenie dla zycia izdrowia [2]. Naleza one gltéwnie do
policyklicznych weglowodorow aromatycznych, reaktywnych form tlenu, amin
aromatycznych czy tez N-nitrozoamin [3]. Zwiazki te, dzialajac bezposrednio na DNA
powoduja uszkodzenia, ktdre, o ile nie zostana w por¢ skutecznie usunigte, moga zostac
utrwalone w komodrce w postaci mutacji, przekazywanej kolejnym pokoleniom
komorek.

Negatywne dziatanie dymu tytoniowego potggowane jest przez spozywanie
wysokoprocentowych napojow alkoholowych. Wykazano, ze u osob palacych, nie
pijacych alkoholu ryzyko rozwoju nowotworu wzrasta ponad 30 razy, u osob pijacych
alkohol, ale nie palacych tytoniu - prawie 10 razy; natomiast rOwnoczesna ekspozycja
na oba czynniki powoduje wzrost ryzyka do okolo 330 razy [4]. Synergistyczne
dziatanie obu uzywek tlumaczy si¢ drazniacym wptywem alkoholu na blong $luzowa,
co skutkuje powstawaniem mikrourazow, utatwiajacych dostep zwiazkom chemicznym
do komorek nabtonka. Rakotwoérczego dziatania alkoholu upatruje si¢ tez w indukcji
enzymow mikrosomalnych (grupy enzyméw odpowiedzialnych za metabolizm
ksenobiotykow) oraz aktywacji metabolicznej substancji zawartych w dymie
tytoniowym [5].

Dodatkowymi czynnikami egzogennymi zwigkszajacymi ryzyko rozwoju raka
krtani sa: ekspozycja zawodowa (praca zpylem weglowym, drzewnym, azbestem,
spalinami, nawozami oraz innymi $rodkami o dzialaniu drazniacym), niewtasciwa -

niezbilansowana dieta oraz niedostateczna higiena jamy ustnej. Na rozwdj nowotworu
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moze wplywaé takze wystgpowanie refluksow: zotadkowo-przetykowego oraz
krtaniowo-gardtowego [6].

Do czynnikow endogennych zalicza si¢ indywidualna podatno$¢ organizmu na
dziatanie kancerogendw. Zalezy ona w gltoéwnej mierze od sprawnos$ci procesow
detoksykacji i naprawy uszkodzen DNA. Polimorfizmy w genach odpowiedzialnych za
te procesy warunkuja rézny stopien ich wydajnos$ci, a co za tym idzie - skutecznosci.
Wrazliwo$¢ na mutageny jest dziedziczna. Jak wykazano, prawdopodobienstwo
rozwoju nowotworu u krewnych osoby chorej wzrasta, ulegajac dodatkowemu
zwigkszeniu u 0s6b o zwigkszonej wrazliwosci [7].

Jako czynnik ryzyka rozwoju nowotwordéw glowy i szyi wskazuje si¢ rdwniez
infekcje wirusem brodawczaka ludzkiego (ang. Human Papilloma Virus, HPV) chociaz
jego udzial w rozwoju raka krtani nie zostal ostatecznie ustalony, w odroznieniu od
rakéw jamy ustnej 1 gardta, gdzie odgrywa role etiologiczna 1 prognostyczna [8], [9].
Poznano okoto 100 typéw tego wirusa. Pod katem patogennos$ci, podzielono je na typy
wysokiego 1 niskiego ryzyka. Wirusy niskiego ryzyka - HPV -11 1 -6 odpowiadaja za
postawnie tagodnych zmian w postaci brodawek i brodawczakéw w obrebie skory oraz
btony $§luzowej jamy ustnej, gardia, krtani i drég rodnych. Wirusy wysokiego ryzyka -

gtownie HPV -16 i -18 odpowiadaja za rozwoj zmian przedrakowych oraz raka [10].

3. Transformacja nowotworowa

Transformacja nowotworowa jest wynikiem zachwianej rownowagi tempa podziatu
1 $mierci komorek (apoptozy). Zaburzenie to jest skutkiem niestabilno$ci genetycznej,
utraty zdolno$ci komorek do réznicowania, nabywania zdolno$ci do migracji 1 inwazji
obszarow zajgtych przez inne typy komorek. W przebiegu procesu mozna wyrdzni¢
cztery gtowne etapy (wg. Janusz A. Siedlecki, Choroby nowotworowe w ,,Biologia
molekularna w medycynie. Elementy genetyki klinicznej” pod red. J. Bala, 2011) [11]:

1. Preinicjacja - ekspozycja na kancerogeny, zarowno egzo- jak i endogenne.

2. Inicjacja - pojawienie si¢ pierwszej zmiany w materiale genetycznym, takiej
jak mutacja punktowa DNA, insercja, delecja, zmiana epigenetyczna,
zaburzenie w regulacji ekspresji gendw. Poszczegdlne zmiany moga
wywotywac¢ kolejne zaburzenia, ktore kumuluja si¢ w komorce. Diugos¢ fazy

inicjacji zalezy od predyspozycji osobniczych (odziedziczonych po



rodzicach/przodkach) oraz polimorfizméw gendéw odpowiedzialnych za
naprawg uszkodzen DNA i detoksykacji.

3. Promocja (rak in situ)- zwickszenie aktywno$ci mitotycznej. Etap ten
rozpoczyna si¢, gdy mechanizmy naprawcze zawodza. Pojawiaja si¢ kolejne
mutacje i uszkodzenia, prowadzace do utraty kontroli nad komodrka. Powstaja
subklony komoérek nowotworowych. Czg$¢ z nich eliminowana jest poprzez
presje selekcyjna, natomiast pozostate tworza ograniczony guz nowotworowy.

4. Progresja (przerzutowanie) - guz uzyskuje unaczynienie zapewniajace
substancje odzywcze itlen komorkom nowotworowym. Genom komorek
zmienia si¢, prowadzac do powstania klonéw komorek o fenotypie
przerzutowania. Komorki zyskuja zdolno$¢ migracji i moga rozprzestrzeniac

si¢ w inne regiony organizmu.

W 1996 roku Califano wraz z wspotpracownikami stworzyl klasyczny model
progresji nowotworéw glowy iszyi [12]. Poszczegdlnym etapom przypisano
charakterystyczne zmiany w genomie. Model ten byl przez lata uzupeiniany

i rozbudowywany o kolejne aberracje (Rycina 1) [13].

Mormal mucosa Hyperplasia Crysplosic Carcinoma in si Souarmous cell
I I I I carcinaima
Pp21 deletion 3p delefions 11913 18q deletion
plé/pld 17p13 [p53 13921 10923
incchivalion rLtations)
8p deletion 926
Trisomy 7 Tatraploidy
Aneuploidy pTEMN
EGFR inactivation
Cyclin D1
Telomerase amplificafion
activation

Rycina 1. Model Califano, zmodyfikowany przez B. Perez-Ordofiez i wspolpracownikow [13],
przedstawiajacy model progresji nowotworow glowy iszyi w powiazaniu z poszczegdlnym
aberracjami genetycznymi.

Do najczestszych aberracji chromosomowych obserwowanych w nowotworach
glowy 1 szyi nalezaq amplifikacje 3q, 5p, 7p, 8q, 9q, 11q13, 20q oraz delecje 3p, 9p, 5q,
8p, 13q, 18q, 21q, jak tez tamliwos¢ regionu 3q14 [14].
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4. Rola genow supresji nowotworowej i onkogenow w powstawaniu

nowotworow Krtani

Geny supresji nowotworowej (geny supresorowe, ang. Tumor Suppressor Genes,
TSG) oraz protoonkogeny sa genami o przeciwstawnym dziataniu, niezb¢dnymi dla
prawidlowego funkcjonowania komorki. Protoonkogeny stymuluja wzrost komorek,
pobudzaja podzialty komoérkowe ihamuja apoptoze, natomiast geny supresorowe
hamuja proliferacj¢ komoérek, zwtaszcza w sytuacji, gdy wystepuja uszkodzenia DNA.
Amplifikacja lub inna aberracja chromosomowa wystepujaca w obrebie protoonkogenu
prowadzi do jego przeksztalcenia w onkogen i skutkuje niepohamowana proliferacja
komorek. Inaktywacja gendéw supresorowych lub ich niedostateczna wydajnosé
powoduje deregulacje cyklu komorkowego.

Protonkogeny podzieli¢ mozna na trzy gtowne klasy gendow: 1) kodujace biatka
regulatorowe cyklu komoérkowego (czynniki wzrostu iich receptory - EGF/EGFR,
VEGF/VEGFR, kinazy biatkowe - SRC, FGR, ABL, czynniki transkrypcyjne - MYC,
FOS, JUN, biatka wiazace GTP - HRAS, KRAS, N-RAS); 2) kodujace biatka
uczestniczace w procesie apoptozy - BCL-2, BAX; 3) kodujace biatka pelniace inne
role, np. biatka tworzace kanaly jonowe [11]. W nowotworach glowy i szyi
potwierdzono onkogenny charakter gendéw: PIK3CA, EGFR, MET, CCNDI oraz
wskazano grupe potencjalnych onkogenow: CCNLI, PARPI, TP63, MYC, PTK2,
CTTN, FADD [15], [16].

Rola genow supresji nowotworowe]j skupia si¢ na kontroli cyklu komorkowego
1 r6znicowania komorek. Koduja one tez biatka stanowiace czynniki transkrypcyjne (np.
TP53, RBI), inhibitory fosforylacji bialek oraz elementy struktur komorkowych
odpowiedzialnych za oddziatywania miedzykomorkowe oraz migedzy komorka
a macierza zewnatrzkomorkowa. Zaangazowane sa takze w proces angiogenezy oraz
degradacji i ubikwitynacji biatek. Uznanymi genami supresorowymi w nowotworach
glowy i szyi sa: TP53, PTEN, SMAD4, CDKN2A, natomiast FHIT, RASSF1A4, PTPRD,
CSMD1 stanowia potencjalne geny supresji nowotworowej [15].

Wykazano, ze onkogeny cechuja si¢ dominujacym charakterem dziatania,
natomiast geny supresorowe - recesywnym. Oznacza to, ze wystarczy jedna kopia
zmutowanego protoonkogenu, aby =zainicjowa¢ proces nowotworzenia, natomiast
prawidlowe funkcjonowanie genow supresorowych trwa do momentu zmiany w obu

allelach danego genu. Z faktem tym wiaze si¢ teoria ,,dwoch zdarzen” (ang. two hit
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hypothesis) Knudsona. Zaklada ona, Ze aby unieczynni¢ gen, po wystapieniu
mutacji/aberracji w jednym z alleli genu, musi nastapi¢ kolejne zdarzenie w drugim

z alleli [17].

5. Mechanizmy aktywacji onkogenow

Do najczgsciej obserwowanych mechanizmow aktywujacych protoonkogeny
naleza: amplifikacje, mutacje punktowe oraz translokacje [18].

Amplifikacja genu prowadzi do jego nadekspresji 1 gromadzenia si¢ nadmiernej
ilosci biatka wkomorce. Klasycznymi przyktadami czgsto amplifikowanych
onkogendéw w roéznego typu nowotworach sa geny z rodzin MYC, ERB oraz RAS [18].
Zwigkszona liczba kopii genu czgsto dotyczy wigkszego regionu chromosomowego -
w nowotworach glowy 1szyi najczesciej spotyka si¢ amplifikacj¢ regionu 11ql3.
Prowadzi to takze do nadmiernej ekspresji CCNDI - genu stanowigcego uznany
onkogen oraz innych gendéw o charakterze onkogennym: CTTN, ORAOV1 i FADD [16],
[19].

Nadmierna ekspresja onkogenu moze by¢ rowniez skutkiem jego translokacji
w region chromosomowy objety silnym promotorem. Przeniesienie genu MYC w region
kodujacy cigzki tancuch immunoglobuliny (t(8;14)(q24;q32)) lub - rzadziej - IgK
(t(2;8)(p12;q24)) badz Ig A (t(8;22)(q24;q11)) obserwowany jest w chtoniaku Burkitta
[20]. W wyniku translokacji powsta¢ moze takze gen fuzyjny, ktérego produkt - biatko
fuzyjne - ma dziatanie onkogenne. Przyktad takiej aktywacji onkogenu obserwuje si¢
w przewlektej biataczce szpikowej. W przyblizeniu u 95% przypadkow na
chromosomie Philadelphia zlokalizowany jest gen fuzyjny BCR-ABLI powstajacy
wskutek translokacji t(9;22)(q34;q11) [21].

W wigkszo$ci typéw nowotworow obserwuje si¢ mutacje punktowe genow
zrodziny RAS [18]. Polegaja one najczgsciej na zmianie pojedynczego nukleotydu,
prowadzacej do zmiany sekwencji aminokwasowej biatka, co powoduje z kolei ciagte
aktywowanie funkcji przekazywania sygnatow. W nowotworach glowy 1iszyi
najczestsze mutacje obserwuje si¢ w obrebie onkogenéw PIK3CA, HRAS oraz TP63
[22].

Stosunkowo nowym zagadnieniem jest analiza zmian epigenetycznych

wptywajacych na poziom ekspresji genéw. Do czynnikow wplywajacych na
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nadekspresj¢ onkogenow zalicza si¢: globalng hipometylacj¢ DNA, acetylacjg histonow
oraz obnizona ekspresje mikroRNA petniacych rolg supresoréw onkogenow [23], [24].

6. Mechanizmy inaktywacji genéw supresji nowotworowej

Najwazniejszym genem supresji nowotworowej, nie tylko w nowotworach gtowy
1szyi, jest gen 7TP53. Somatyczne mutacje tego genu obserwuje si¢ w 60-80%
przypadkow HNSCC. Aktywnos$¢ biatka TP53 ograniczana jest takze poprzez
zwiazanie z biatkiem E6 wirusa HPV16 [15]. Ponadto, inne biatko wirusa - E7 -
inaktywuje biatko RB1, co dodatkowo dereguluje cykl komoérkowy ipozwala na
niekontrolowana proliferacj¢ komorek. Gen RBI jest jednym z genow ulegajacych
czgstym delecjom w r6znych typach nowotwordéw, réwniez w HNSCC, co wynika
z jego lokalizacji w czgsto traconym regionie 13q14 [25].

Zjawiskiem czgsto obserwowanym w przypadku gendw supresorowych jest utrata
heterozygotycznosci (ang. Loss of Heterozygosity, LOH). Polega ono na utracie funkcji
genu (np. poprzez mutacj¢) w sytuacji, gdy drugi z alleli zostat wczedniej utracony - np.
na skutek delecji. Przyktadowo, utrat¢ heterozygotycznosci obserwuje si¢ w obrgbie
ramienia p chromosomu 3 a takze regionu 9p21, gdzie zlokalizowany jest wazny gen
supresorowy CDKN2A4 [26]. Gen CDKN2A4 koduje dwa wazne biatka zaangazowane
w regulacje cyklu komorkowego: pl6 [INK4a] stanowiace inhibitor kinaz CDK4
1 CDK6 oraz pl4 [ARF] zapobiegajace blokowaniu biatka TP53 przez biatko MDM2.
Inaktywacja tego genu, poza LOH, spowodowana jest hipermetylacja genu 1 - rzadziej -
mutacjami punktowymi [27], [28]. Utrata aktywnosci genu wynika¢ moze takze
z delecji homozygotycznych. Przyktadem genu ulegajacego takiej delecji, jak rowniez
delecji heterozygotycznej, jest gen SMAD4 [29].

Aktualnie uwaga skupia si¢ na analizie wptywu czynnikdéw epigenetycznych na
rozw6j] nowotworu. Inaktywacja genow poprzez metylaci¢ DNA wskazywana jest
w wielu typach nowotwordéw. Hipermetylacaja regionéw promotorowych genow
supresorowych: MGMT i1 RASSF 1A a takze CDKN2A zostata wykazana w nowotworach
glowy 1 szyi [30], [31]. Ponadto, istotng role w regulowaniu aktywnos$ci genow odgrywa
mikroRNA. Podwyzszony poziom mikroRNA moze inaktywowac geny - w tym geny
supresji nowotworowej. Wykazano, ze wraku jamy ustnej nadekspresja miR-21

negatywnie wplywa na ekspresj¢ genu PTEN [32].
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7. Leczenie raka Krtani

Istotny problem zwiazany znowotworem krtani stanowi brak specyficznych
objawéw towarzyszacych jego rozwojowi. Wystepujace we wczesnych etapach
dolegliwosci, takie jak chrypka, obnizenie glosu, kaszel czy problemy z przetykaniem
czesto sa bagatelizowane zarowno przez pacjentow jak 1ilekarzy, co utrudnia
diagnostyke 1moze opo6zni¢ wprowadzenie odpowiedniej terapii. Zwiazane
z obecnoscia guza trudnosci w oddychaniu, odzywianiu, mowie itp. negatywnie
wplywaja na jako$¢ zycia chorych. Leczenie jest wysoce inwazyjne i polega gtownie na
chirurgicznym badz laserowym usunigciu zmian nowotworowych z jednoczesna
radioterapia. Dodatkowo w leczeniu oszczedzajacym krtan i krtaniowa cze$¢ gardla
stosuje si¢ chemioterapi¢ z zastosowaniem cisplatyny.

Obecnie coraz wigksze nadzieje poktada si¢ w terapii celowanej - dopasowanej do
zmian genetycznych jakie zachodza w komorce nowotworowej. Tego typu leczenie
z powodzeniem jest prowadzone z zastosowaniem Imatinibu - inhibitora kinazy
tyrozynowej BCR-ABL u chorych na przewlekla biataczkg szpikowa (ang. Chronic
Myeloid Leukemia, CML) oraz kombinacji lapatynibu i transtuzumabu u pacjentek
z HER2-dodatnim rakiem piersi [33], [34]. W Polsce w leczeniu nowotwordéw glowy
1szyl stosuje si¢ obecnie jeden lek terapii celowanej - Cetuximab - monoklonalne
przeciwcialo przeciwko EGRF [35]. W sierpniu 2016 roku amerykanska Agencja
Zywnosci i Lekow (ang. The Food and Drug Administration - FDA) dopuscita kolejny
lek: pembrolizumab (nazwa handlowa: Keytruda®) do stosowania u pacjentow
z zaawansowanym rakiem glowy 1iszyi, u ktoérych wystapita wznowa choroby [36].
Zwiazek ten jest humanizowanym przeciwcialem monoklonalnym przeciwko
receptorowi programowanej $mierci komorki 1 (PD-1, ang. Programmed Cell Death
Protein I). Lek ten w Polsce wcze$niej dopuszczony zostal do leczenia czerniaka skory

lub bton §luzowych. Prace nad kolejnymi $rodkami sa nadal w toku.

8. Charakterystyka analizowanych genéw

8.1. ATAD2 - ATPase family, AAA domain containing 2 (8q24.13)
Gen kodujacy biatko nalezace do rodziny ATP-az, posiadajacych w sekwencji
zachowawczy region z miejscem wiazania ATP. ATAD2 zawiera dwie domeny AAA

(ang. ATPases Associated with diverse cellular Activities) oraz bromodomeng wiazaca
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acetylowane histony. Bialka nalezace do tej rodziny petnia funkcje bialek opiekunczych
(chaperonéw) zaangazowanych w sktadanie, dziatanie oraz rozpad kompleksow
biatkowych.

Nadekspresj¢ genu ATAD?2, czesto wraz z jego amplifikacja, obserwuje si¢ w wielu
typach nowotworéow. Wykazano, ze stanowi kofaktor dla genu MYC, stymulujac jego
aktywno§¢  transkrypcyjna [37]. Ponadto stanowi koaktywator czynnikow
transkrypcyjnych zrodziny E2F i wymagany jest dla ich aktywnos$ci transkrypcyjnej
oraz kontroli cyklu komorkowego (proliferacja niezalezna od hormondéw). Gen ten

zaangazowany jest w takze modyfikacj¢ potranslacyjna histonow [38], [39].

8.2. CDK]1 - Cyclin-dependent kinase 1 (10g21.2)

Gen koduje biatko nalezace do kinaz serynowo-treoninowych. Oddziatluje glownie
zcyklinami B (CCNBI1 iCCNB2), tworzac kompleks MPF (ang. Maturation -
Promoting Factor), kluczowy dla wejscia komorki w fazg mitozy [40]. Z kolei
oddziatywania CDK1 z cykling A1 (CCNA1) pozwalaja na przej$cie komorki z fazy G2
do M cyklu komérkowego [41]. Jak wykazano, CDKI jest jedyna kinaza zalezna od
cyklin, mogaca samodzielnie wprowadzi¢ komorke ssacza w stan mitozy [42].
Fosforyluje szereg biatek, regulujac w ten sposob przejscie komorki przez poszczegdlne
fazy cyklu komorkowy oraz podziaty mitotyczne. Wykazano, ze u drozdzy -
Saccharomyces cerevisiae ponad 70 gendéw regulowanych jest przez cdkl [43].
Przyktad sieci zaleznosci biatka CDKI1 zinnymi biatkami w komorce ludzkiej
przedstawiono na Rycinie 2.

Aktywnos¢ biatka CDK1 w trakcie kolejnych faz cyklu komorkowego regulowana
jest poprzez procesy fosforylacji 1 defosforylacji. Do aktywacji biatka wymagane jest
w pierwszym etapie stworzenie kompleksu z odpowiednia cyklina. Nastgpnie
wymagana jest fosforylacja reszty w treoniny pozycji 161 (Thr-161) oraz defosforylacja
reszt treoninowej w pozycji 14 (Thr-14) ityrozynowej w pozycji 15 (Tyr-15),
pozwalajaca na przejscie biatka do jadra komérkowego. Z kolei fosforylacja tyrozyny
w pozycji 15 (Tyr-15) blokuje aktywnos¢ kinazowa biatka CDK1 [44].
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Rycina 2. Sie¢ zalezno$ci migdzy bialkiem CDKI1 ainnymi biatkami w komorce ludzkiej
(zrodto: baza danych www.string-db.org). Liczbe biatek oddziatujacych zawezono do 50, przy
zachowanym wysokim minimalnym wspoétczynniku interakcji roéwnym 0,700. Oddziatywania
pochodza ze zrodel eksperymentalnych (rézowe linie), koekspresji (co-expression, czarne linie)
1 wspotwystgpowania (co- occurence, niebieskie linie).

8.3. CEACAMSG - Carcinoembryonic Antigen-related Cell Adhesion Molecule 6
(19q13.2)

Biatko CEACAMG6 nalezy do rodziny ludzkich antygenow CEA-podobnych,
obejmujacej dwie podrodziny: swoiste glikoproteiny ciazowe (ang. Pregnancy Specific
Glycoproteins - PSG) oraz CEA-podobne czasteczki adhezyjne (ang. CEA Related Cell
Adhesion  Molecules - CEACAM). CEA (antygen karcynoembrionalny, ang.
carcinoembryonic antigen) stanowia glikoproteiny zlokalizowane na powierzchni
komorek. Biatka CEACAM stanowia adhezyjne czasteczki, zaliczane do nadrodziny
biatek immunoglobulinowych IgSF (ang. Immunoglobulin  Super Family),
charakteryzujacych si¢ obecnos$cia w strukturze staltych izmiennych domen

immunoglobulinopodobnych. Liczba takich domen, stopien glikozylacji, obecno$¢
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izoform, dystrybucja tkankowa oraz sposob zakotwiczenia biatka w blonie komoérkowe;j
wyznaczyly siedem antygenow CEACAM [45].

Gen CEACAMG6 koduje biatko, ktorego czasteczki tworza glikoproteiny
zakotwiczone w blonie komodrkowej poprzez kotwice glikozylofostatydylo-inozytolowa
(GPI) izawiera jedna domeng¢ Ig-podobna stala ijedna zmienna. Biatka te
zlokalizowane sa gtownie na powierzchni komorek nablonka przewodu pokarmowego,
oddechowego, sutka oraz neutrofili, gdzie petnia role w procesie adhezji komorkowe;.
Gen CEACAMG bierze udziat w regulacji anoikis poprzez $ciezke sygnalowa Akt/c-src:
nadekspresja genu CEACAMG6 powoduje zwigkszona aktywno$¢ kinazy Akt za
posrednictwem c-src. Ponadto, nadekspresja genu CEACAM6 moze wpltywaé na
oporno$¢ komorek raka z wewnatrzwatrobowych przewodow zotciowych (ang.
intrahepatic cholangiocarcinoma) oraz gruczakolakoraka trzustki (ang. pancreatic

adenoma) na gemcytabing [46], [47].

8.4. CLCA4 - Chloride Channel Accessory 4 (1p22.3)

Produkt genu nalezy do rodziny aktywowanych wapniem bialek przewodzacych
aniony chlorkowe. Badania oparte o przewidywanie struktury biatka wykazaly, ze
biatka z rodziny CLCA moga stanowi¢ zakotwiczone w blonie komorkowej hydrolazy
zalezne od metalu - prawdopodobnie proteazy. Modelowanie struktury biatka sugeruje

aktywno$¢ analogiczna do metaloproteaz, gldéwnie cynkowych [48].

8.5.  FUTS3 - Fucosyltransferase 3 (Lewis Blood Group) (19p13.3)

Gen koduje enzym o aktywnosci alfa(1,3)- oraz (1,4)-fukozylotransferazy,
katalizujacy przeniesienie reszty L-fukozy z aktywnego donora (GDP-fukozy) na
odpowiednia reszt¢ cukrowa polisacharydowego prekursora w przebiegu biosyntezy
antygenow Lewisa. Antygeny te absorbowane sa przez erytrocyty 1 stanowia

wyznacznik grup krwi w ukladzie Lewis (LE) [49]

8.6. LAPTM4B - Lysosomal Protein Transmembrane 4 Beta (8¢q22.1)

Gen ten jest stabo poznany. Shao wraz wspotpracownikami wykazali, ze koduje
biatko wielkosci 35 kDa, wobrgbie ktorego zlokalizowane sa cztery

regiony o transblonowym charakterze. Zaré6wno koniec C jak 1N biatka sa bogate
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w proling i - gtéwnie te zlokalizowane w koncu N - stanowia potencjalne ligandy dla
domen SH3 wystepujacych migdzy innymi w biatkach zrodziny PI3K,
cytoplazmatycznych kinazach tyrozynowych (np. ABL, SRC). Dodatkowo, w regionie
tym znajduja si¢ potencjalne miejsca fosforylacji przez kinazy biatkowe zalezne od
cAMP/cGMP oraz biatkowej kinazy C, co sugeruje udzial biatka w przekazywaniu
sygnatéw [50]. Potwierdzono wystepowanie dwoch izoform biatka o wielkosci 35 124
kDa. Jak wykazano, krotsza forma biatka pozbawiona jest fragmentu konca N
zawierajacego motyw bogaty w proling 1blokuje proliferacj¢ komorek. Dhtuzsza
izoforma biatka wptywa pozytywnie na proliferacjg, wzrost niezalezny od stymulatoréw
egzogennych oraz zakotwiczenia, wzmaga potencjal migracyjny i inwazyjny komorek

[501, [51].

8.7.  NETO?2 - Neuropilin And Tolloid Like 2 (16q12.1)

Gen NETO2 koduje transbtonowe biatko posiadajace dwie zachowawcze
zewnatrzkomérkowe domeny CUB oraz jedna domeng lipoproteiny niskiej ggstosci
klasy a-LDLa (ang. Low - Densty Lipoprotein Class A) [52]. Poczatkowo biatko
NETO2 wiazano zprocesami specyficznymi dla neurondéw, gdzie wraz
z genem/biatkiem NETO1 dziataja jako pomocnicze podjednostki neuronalnych
receptorow kainianowych (KAR) w procesie synaptycznego pobudzenia modzgu
kregowcow, modulujac ich kinetykg. W pozniejszym okresie wykazano udziat biatka

NETO2 w nowotworach r6znego typu, m.in. jelita grubego [53].

8.8.  SERPINHI (HSP47) - Serpin Peptidase Inhibitor, Clade H (Heat Shock
Protein 47) (11q13.5)

Gen zlokalizowany jest na dlugim ramieniu chromosomu 11, w regionie czgsto
amplifikowanym w nowotworach glowy i szyi. Produkt genu stanowi biatko opiekuncze
(chaperon), zaangazowane w prawidtowe skltadanie i sekrecjg biatek kolagenowych
poprzez przejsciowe oddziatywanie z regionem potrojnej helisy nowo syntetyzowanych

biatek - prokolagenéw - w retikulum endoplazmatycznym [54], [55].
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8.9. SFRP2 - Secreted Frizzled-Related Protein 2 (4q31.3)

Gen koduje biatko nalezace do rodziny wydzielniczych biatek SFRP. Uczestnicza
one w szlaku przekazywania sygnatow Wnt, stanowiac jego swoisty endogenny
inhibitor. Biatka SFRP zawieraja domeng bogata w cysteing, homologiczna do miejsca
potencjalnego wiazania czasteczek Wnt obecna w biatkach Frizzled i cechujaca sig
wysokim powinowactwem do biatek Wnt. Blokowanie szlaku Wnt wspierane jest
poprzez czynnik hamujacy WIF (ang. Wnt Inhibitory Factor). Biatka WIF 1 SFRP
poprzez blokowanie dostgpnosci biatek Wnt stanowia zewnatrzkomoérkowe inhibitory
szlaku Wnt [56]. Ze wzgledu na ich zaangazowanie w szlak Wnt, roli genu/biatka

upatruje si¢ w regulacji proliferacji, migracji i roznicowania komorek.

8.10. SNAI2 - Snail Family Zinc Finger 2 (snail family transcriptional repressor
2) (8q11.21)

Gen kodujacy biatko zrodziny SNAIL, stanowiacych czynniki transkrypcyjne
z motywem palcow cynkowych typu C2H2. Wiazac si¢ z sekwencja E-box dziata jako
represor transkrypcji. Wykazano udzial tego biatka w procesie EMT (przejscie
epitelialno-mezenchymalne, ang. Epithelial to Mesenchymal Trasition) poprzez

blokowanie E-kadheryny [57], [58].
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II. CEL PRACY

Intensywne badania molekularne prowadzone wcelu poznania biologii
nowotworow gltowy i szyi w tym nowotworu krtani prowadzone sa od wielu lat. Mimo
to, wciaz brak markeréw jednoznacznie zwiazanych z indukcja i progresja choroby.
Identyfikacja nowych gendéw o zmienionym profilu ekspresji moze mie¢ znaczenie dla
ustalenia panelu genow stuzacych do latwiejszej, precyzyjniejszej diagnostyki
1 skutecznego leczenia. Wczesnie postawiona diagnoza wigze si¢ z mniej inwazyjnym
leczeniem. Z kolei poznanie korelacji ekspresji genu z parametrami histologiczno-
klinicznymi nowotworu moze umozliwi¢ oszacowanie rokowan dla danego pacjenta
oraz ryzyka wystapienia przerzutow.

Celem pracy byta analiza udzialu wybranych gendw - potencjalnych onkogendéw
1 gendéw supresji nowotworowej - w patogenezie ptaskonabtonkowego raka krtani.

Cel gléwny realizowano poprzez cele szczegdtowe:

1. selekcje genéw na podstawie zmian profilu ich ekspresji w ptaskonabtonkowym
raku krtani, informacji zgromadzonych w genetycznych bazach danych
1 literaturze,

2.analize¢ korelacji ekspresji analizowanych genéw z parametrami histologiczno-
klinicznymi w oparciu o klasyfikacj¢ stopnia zaawansowania choroby (TNM
1G),

3.1dentyfikacj¢ mechanizmu molekularnego odpowiedzialnego za zmiany

poziomu ekspresji analizowanych genow,

4.potwierdzenie potencjalu onkogennego badZz supresorowego wytypowanych

gendw w przebiegu ptaskonabtonkowego raka krtani.
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I11.

MATERIAL

1. Linie komorkowe plaskonablonkowego raka krtani (ang. Laryngeal

Squamous Cell Carcinoma - LSCC)

W pracy wykorzystano 25 linii komoérkowych plaskonabtonkowego raka krtani
udostepnionych przez prof. R. Grenmana z Uniwersytetu w Turku (Finlandia). Linie sa
ustabilizowane 1 scharakteryzowane metodami cytogenetycznymi [59], [60]. Dostepne
sa dane dotyczace stadium klinicznego zaawansowania guza wg klasyfikacji TNM oraz
stopnia zrdznicowania histologicznego w trzystopniowej skali G (wg WHO), a takze
dane pacjentow, od ktorych wyprowadzono linie komorkowe - ple¢, wiek, czas
przezycia, ewentualna przyczyna zgonu (Tabela Z1, Zalacznik, klasyfikacje TNM oraz
G opisane sa w wykazie skrotow). Wszyscy pacjenci, od ktérych uzyskano guzy krtani

do wyprowadzenia linii komorkowych pochodzili z Finlandii.

2. Material z guzow pierwotnych krtani

Fragmenty guzow pobierane byly od pacjentow ze zdiagnozowanym
ptaskonablonkowym rakiem krtani w trakcie laryngektomii catkowitej. Warunkiem
koniecznym bylo uzyskanie od pacjenta pisemnej zgody na wykorzystanie materiatu do
badan genetycznych. Dla kazdego wycinka przeprowadzono badanie histopatologiczne.
W pracy wykorzystano probki zawierajace minimum 60% komorek nowotworowych
w przekroju guza. Charakterystyka histologiczno-kliniczna guzéw oraz pacjentow
znajduje si¢ w Tabeli Z2 (Zatacznik).

Dla wykorzystanych w pracy probek dostgpne sa dane dotyczace stadium
histologicznej dojrzatosci (wg klasyfikacji G) oraz klinicznego zaawansowania (wg
klasyfikacji TNM) guza atakze ple¢ iwiek pacjenta, od ktorego zostaly pobrane.
Wycinki guza pochodza zKliniki Otolaryngologii i Onkologii Laryngologicznej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Badania zostaly objgte zgoda Komisji
Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
(numery zgdd: 230/02 1 904/06).

W badaniu immunohistochemicznym wykorzystano skrawki parafinowe raka

ptaskonabtonkowego  krtani  uzyskane  wtrakcie catkowitej laryngektomii
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przeprowadzonej w Katedrze i1 Klinice Otolaryngologii i Onkologii Laryngologiczne;j
CM UMK, Sgzpitala Uniwersyteckiego nr 1 im. dr. A. Jurasza w Bydgoszczy. Na
badania uzyskano zgode¢ Komisji Bioetycznej Collegium Medicum im. L. Rydygiera
w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o numerze 417/2010.
Grupg badang stanowilo 35 megzczyzn oraz 5 kobiet. Charakterystyka pacjentow oraz

nowotworow przedstawiona jest w Tabeli Z2 (Zalacznik).

3. Grupy kontrolne

Kazdy etap analiz, prowadzono w oparciu o dostgpne nienowotworowe kontrole,

pochodzace z obrebu glowy i szyi.

3.1. Proby kontrolne uzyte do analiz DNA

Analiz¢ poziomu metylacji DNA regioné6w promotorowych  genow
przeprowadzono wykorzystujac trzy grupy prob kontrolnych:
e 10 prob DNA (W1-W10) wyizolowanych z wymazéw z jamy ustnej zdrowych
dawcow,
e proba DNA wyizolowanego z limfocytow krwi obwodowej, stuzaca do uzyskania
niemetylowanego DNA,
e proba DNA o pelnej metylacji, komercyjnie dostgpna (Millipore, Hilden,
Niemcy).

3.2.  Proby kontrolne uzyte do analiz RNA

Analize poziomu ekspresji gend6w na poziomie mRNA wykonano w poréwnaniu
z calkowitym RNA wyizolowanym z tkanek obrgbu glowy i szyi:
e RNA zkrtani, komercyjnie dostgpne (Stratagene, Agilent Technologies,
Waldbronn, Niemcy),
e RNA pochodzace z oskrzeli, uzyskane od dwoch dawcow (Epithelix Sarl,
Geneve, Switzerland),
e RNA wyizolowane zlinii komorkowej prawidlowego nabtonka drég

oddechowych oskrzeli (NHBE - Lonza, Verviers, Belgia),
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e RNA wyizolowane zlinii komodrkowej prawidlowego nablonka tchawicy
(HTEC - PromoCell, Heidelberg, Niemcy),

e RNA wyizolowane z fragmentu prawidlowego nablonka krtani, pobranego
w trakcie laryngektomii (pochodzenie proby: Klinika Otolaryngologii i Onkologii

Laryngologicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu).

3.3. Lizaty kontrolne uzyte do analizy bialek

Zmian¢ poziomu biatka w liniach komorkowych analizowano w poroéwnaniu
z lizatami  biatkowymi uzyskanymi z prawidlowych tkanek krtani oraz linii
komoérkowych:

e lizaty biatkowe z prawidtowych tkanek obregbu glowy iszyi uzyskane podczas
operacji niezwiazanej z nowotworem - chordektomii (zabieg usunigcia lub
modelowania faldu gtosowego) oraz uvulopalatoplastyki — plalastyki podniebienia
migkkiego z uzyciem lasera (ang. LAUP: Laser Assisted Uvulopalatoplasty).

Uzyskane fragmenty tkanek postuzyly do izolacji biatka bezposrednio oraz
prowadzenia krotkoterminowych hodowli komorkowej w Zakladzie Genetyki
Nowotworow Instytutu Genetyki Czlowieka PAN. Opis fragmentéw tkanek i sposob

1zolacji biatka przedstawiono ponizej:

Numer proby Zabieg Sposdéb izolacji biatka
K2 LAUP Izolacja bezposrednia
K3 LAUP Izolacja bezposrednia
K6 LAUP Izolacja bezposrednia
K12 LAUP Hodowla krotkoterminowe
K13 Chordektomia Izolacja bezposrednia
K14 LAUP Izolacja bezposrednia
K15 Chordektomia Izolacja bezposrednia

Komérki z hodowli krotkoterminowej zostaly przebadane iich prawidlowy
nabtonkowy, nienowotoworowy charakter zostal potwierdzony histopatologicznie.
Proby uzyskano z Kliniki Otolaryngologii i Onkologii Laryngologicznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Na wykonanie badania uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej
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przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (numery:
235/14 oraz 502/2015). Kazdy z pacjentow udzielil pisemnej zgody na udzial w
badaniu.

e Komercyjnie dostepny lizat biatkowy z prawidlowej tkanki krtani - potaczone
frakcje biatek rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych (ab44731 oraz ab44733,
Abcam, UK),

e lizaty z linii komérkowych Jurkat i HeLa jako kontrola pozytywne wykorzystane

w technice Western blot.

3.4. Proby kontrolne uzyte w barwieniu immunohistochemicznym

Jako grupg kontrolng w badaniu wykorzystano 18 fragmentéw prawidlowej tkanki
krtani, uzyskanej z obszaru polozonego minimum 2 cm poza marginesem nowotworu.
Brak cech nowotworu w badanym fragmencie potwierdzany byt przez dwoéch
niezaleznych patologéw. Jako kontrol¢ pozytywna barwienia wykorzystano fragmenty
lozyska. Badanie obj¢te byto zgoda Komisji Bioetycznej Collegium Medicum im. L.
Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o numerze

417/2010.

Podsumowanie materiatu badanego 1 prob kontrolnych uzytych do poszczegdlnych

analiz wykonywanych w niniejszej pracy doktorskiej zebrano w Tabeli 1.
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Tabela 1. Podsumowanie materiatu badanego i prob kontrolnych wykorzystanych w poszczegolnych analizach wykonywanych w niniejszej pracy.

Rodzaj analizy | Materiat badany | Kontrole
DNA
Poréwnawcza hybrydyzacja . . _
genoméw (a-CGH 244K) Linie komérkowe LSCC (n=10) nd
Poréwnawcza hybrydyzacja - . _
genoméw (a-CGH 44K) Linie komérkowe LSCC (n=3) nd
Sekwencjonowanie genu CDK1 Linie komérkowe LSCC (n=25) nd

technikg Sangera

Pirosekwencjonowanie
analizowanych genéw

Linie komérkowe LSCC (n=25)

Guzy pierwotne (n=41) - tylko gen CDK1

Kontrola catkowicie zmetylowana (n=1)
Kontrola niemetylowana - limfocyty krwi obwodowej poddane reakcji WGA (n=1)
Wymazy w wewnetrznej strony policzka (n=10)

RNA

Mikromacierze ekspresyjne

Linie komérkowe LSCC (n=11)
pierwotne (n=5)

Guzy

RNA z krtani, komercyjnie dostepne (n=1)
RNA pochodzace z oskrzeli, uzyskane od dwdch dawcéw (n=1)
RNA wyizolowane z fragmentu prawidtowego nabtonka krtani, pobranego w trakcie
laryngektomii (n=1)

llosciowy PCR w czasie rzeczywistym

Linie komérkowe LSCC (n=25)

RNA z krtani, komercyjnie dostepne (n=1)
RNA wyizolowane z linii komdrkowej prawidtowego nabtonka drég oddechowych
oskrzeli - NHBE (n=1)

RNA wyizolowane z linii komérkowej prawidtowego nabtonka tchawicy - HTEC (n=1)

BIAtKA

Western blot Ab anty-CDK1
(koniec C biatka)

Linie komérkowe LSCC (n=25)

Lizat z prawidtowej krtani, komercyjnie dostepny (n=1)
Lizaty z fragmentow nabtonka uzyskanych w trakcie uvulopalatoplastyki - LAUP (n=5)
Lizaty z nabtonka uzyskanego w trakcie zabiegu chordektomii tylnej lewostronnej

(n=2)
Western blot Ab anty-CDK1 L .
L L =
(koniec N biatka) inie komorkowe LSCC (n=7) nd
Western blot Ab anty-CDK1 Linie komérkowe LSCC (n=24) nd

(uforsforylowana forma biatka)

Barwienie immunohistochemiczne

Guzy pierwotne dajgce przerzuty (n=20)
Guzy pierwotne nie dajgce przerzutéw (n=20)

Nabtonek prawidtowej krtani (n=18)
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IV.

METODY

Wykaz najwazniejszych urzadzen 1 odczynnikbw uzywanych w trakcie

wykonywania pracy oraz sktad buforow znajduje si¢ w Zalaczniku (Tabele Z3 - Z5).

1. Metody uzyskiwania materialu do badan, izolacji kwasow nukleinowych
i bialek
1.1.  Hodowla linii komérkowych plaskonablonkowego raka krtani

Linie komoérkowe hodowano w medium hodowlanym DMEM (Dulbecco Modified
Eagle’s Medium) z dodatkiem 10% bydlgcej surowicy ptodowej. W trakcie hodowli
utrzymywana byta stata temperatura: 37°C 1 5% stgzenie dwutlenku wegla. Hodowle
prowadzono do uzyskania ok. 80% konfluencji, nast¢pnie komorki uwalniano
z powierzchni naczynia przy uzyciu trypsyny w zbalansowanym roztworze soli Hanka
(ang. Hanks’ Balanced Salt solution) bez jond6w magnezu i1 wapnia.

Jesli wymagata tego procedura, komorki po uwolnieniu z powierzchni naczynia
byty liczone z wykorzystaniem komory zliczeniowej Biirkera. Komorki zawieszone
w medium mieszano z bigkitem trypanu w proporcji 1:1. Do komory nanoszono 10 pl
mieszaniny i zliczano zywe komorki w obrgbie 4 (do izolacji biatek) lub 5 kwadratow
(do transfekcji) ograniczonych potrdjna linia. Komorki stykajace si¢ z gorna i prawa
krawedzia takiego kwadratu (zarowno od wewnatrz jak i1 z zewnatrz) byly zliczane, za$
styczne do dolnej ilewej krawedzi - odrzucane. Liczbg komoérek w 1 pl zawiesiny

komorek w medium wyznaczano wedlug wzoru:

. ) suma zliczonych komorek o .
liczba kamorek = — . — x rozcieficzenie x10
liczba zliczanyvch kwadratow

1.2.  Pozyskiwanie wycinkow guzow krtani i prawidlowej tkanki kontrolnej

Fragmenty guzoéw pobierane podczas zabiegu laryngektomii dzielone byly na trzy
cze$Sci. Jedna kierowana byla do badan histopatologicznych w celu okreslenia
procentowego udziatu komoérek nowotworowych w wycinku. Druga czg$¢ byta

natychmiast mrozona i w dalszym etapie stuzyla do izolacji DNA. Ostatni fragment,
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przeznaczony do izolacji RNA, umieszczany byl w probowce z RNAlater® (Sigma),
a nastgpnie przechowywany zgodnie z zaleceniami producenta.

Fragmenty prawidlowego nabtonka krtani przeznaczone do bezposredniej izolacji
biatek przechowywane byly w jatowej probowce w temperaturze -80°C do czasu
izolacji. Fragmenty tkanek przeznaczone do krotkotrwatej hodowli umieszczano

w jalowym PBS i dostarczano do IGCz PAN w czasie nie dluzszym niz 24 godziny.

1.3. Izolacja DNA

1.3.1. Izolacja DNA z linii komdérkowych

Do izolacji DNA zlinii komorkowych wykorzystano metode z uzyciem fenolu
i chloroformu. Komoérki po uwolnieniu z powierzchni naczynia dwukrotnie
przemywano buforem PBS. Nastgpnie do komoérek dodano 1 ml buforu do trawienia
biatek (1x SE), 1 pl 10% SDS oraz 30 ul Proteinazy K (stezenie wyjsciowe: 10 mg/ml).
Po wymieszaniu proby inkubowano przez noc w temperaturze 55°C a nastgpnie
przetozono do probowek typu Phase Lock™ i dodawano fenol w objetosci rownej z
préba wcelu usunigecia biatek. Preparat zfenolem mieszano na mieszadle
hematologicznym w temperaturze pokojowej przez 20 minut, nastgpnie wirowano
w +4°C (1600 g, 20 minut). Etap dodawania fenolu, mieszania i wirowania powtorzono.
Do oddzielonej fazy gérnej dodano mieszaning chloroform: alkohol izoamylowy (24:1)
w stosunku objgtosciowym 1:1. Mieszano i1wirowano jak wczesniej. Faz¢ wodna
przeniesiono do nowej probowki 1 dodano do niej zimny alkohol etylowy (96%), aby
wytraci¢ DNA. Proby inkubowano w temperaturze -20°C przez minimum jedna dobe.
Nastgpnie proby wirowano (15 minut, 1500 g, +4°C). Po odrzuceniu supernatantu osad
zawieszano w 1 ml zimnego 70% alkoholu etylowego, przenoszono do probowki typu
Eppendorf 1 wirowano (15 minut, 12000 g, +4°C). Etap przemywania alkoholem
etylowym oraz wirowania powtorzono. Uzyskany osad osuszono po czym zawieszono
go w200 pl dejonizowanej wody i pozostawiono do rozpuszczenia w +4°C. Proby
z wyizolowanym DNA przechowywano w temperaturze -20°C.

Stezenie 1jako$¢ uzyskanego DNA oceniano przy uzyciu spektrofotometru
(NanoDrop ND-1000). Stosunek absorpcji swiatta UV przy dlugosciach fali 260 1280

(A 260/280) powyzej 1,8 uznawano za odpowiedni do przeprowadzenia analiz.
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1.3.2. Izolacja DNA z tkanek

Do izolacji DNA z fragmentéw nowotworu krtani zastosowano metode¢ identyczna
z zastosowana  w przypadku  izolacji  zlinii  komodrkowych,  zniewielkimi
modyfikacjami.

Wycinki pobrane w trakcie operacji przechowywane byly w temperaturze -80°C.
Przed izolacja DNA tkanka byla rozcierana w mozdzierzu przy wykorzystaniu cieklego
azotu. Osad plukano w buforze PBS iwirowano (10 minut, 1600 g, temperatura
pokojowa), etap ten wykonano dwukrotnie. Do osadu dodano 2 ml buforu do trawienia
tkanek oraz 60 pl Proteinazy K (stgzenie wyjsciowe 10 mg/ml), mieszano i inkubowano
w temperaturze 55°C przez minimum 48 godzin. Etap usuwania biatek zuzyciem
fenolu, wytracanie oraz przemywanie uzyskanego DNA wykonano identycznie jak
w przypadku izolacji DNA zlinii komérkowych. DNA zawieszano w 20 ul wody

dejonizowanej, rozpuszczano w +4 °C a nastgpnie przechowywano w -20°C

1.3.3. Izolacja DNA limfocytow krwi obwodowej i reakcja amplifikacji calego

genomu (WGA)

Krew (10 ml) pobierano do probowek z EDTA. Do kazdej proby dodano 30 ml
zimnego buforu do lizy (1x LE), mieszano iinkubowano w +4°C przez 30 minut,
mieszajac w tym czasie kilka razy. Nastgpnie proby wirowano (15 minut, +4°C,
1600 g), usuwano supernatant a osad lekko suszono. Do osadu komoérek dodawano 10
ml buforu do lizy (I1x LE), mieszano i wirowano jak powyzej. Do osadu dodano 1 ml
zimnego buforu 1x SE, 500 pl 10% SDS 1 30 pl Proteinazy K (10 mg/ml) 1 inkubowano
przez noc w 55°C. Usuwanie bialek z uzyciem fenolu, wytracanie oraz przemywanie
DNA wykonano jak w przypadku izolacji DNA zlinii komérkowych. Osad DNA
zawieszono w 300 ul wody dejonizowanej, rozpuszczono w +4°C 1 przechowywano w -
20°C.

Reakcje¢ amplifikacji catego genomu (ang. WGA - whole genome amplification)
przeprowadzono przy uzyciu zestawu odczynnikow REPLI-g Mini Kit (Qiagen) wedlug

zalecen producenta.
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1.3.4. Izolacja DNA z komodrek nablonka jamy ustnej

Komorki nabtonka jamy ustnej zostaty pobrane od zdrowych dawcéw (ochotnikow)
w postaci wymazow z wewnetrznej czesci policzka. Izolacj¢ przeprowadzono przy
uzyciu zestawu odczynnikow firmy Roche - High Pure PCR Template Preparation Kit.
Dostarczony przez producenta bufor do elucji DNA zostal zastapiony sterylna woda

dejonizowana (200 pl).

14. Izolacja RNA

1.4.1. Izolacja RNA z linii komdérkowych

RNA zlinii komodrkowych - zarowno ptaskonabtonkowego raka krtani jak
1 komercyjnie dostgpnych linii komorkowych pochodzacych z prawidlowych tkanek
obrgbu glowy 1iszyi - wyizolowano metoda Chomczynskiego [61] zuzyciem
odczynnika typu Trizol. Hodowlg linii komdrkowych prowadzono do uzyskania okoto
80% konfluencji. Bezposrednio do naczynia hodowlanego dodawano Trizol (2 ml
trizolu na naczynie hodowlane o powierzchni 25 cm?®). Po 5 minutowej inkubacji
w temperaturze pokojowej proby intensywnie mieszano przy uzyciu strzykawki z igla
a nastepnie przenoszono do probowek typu Eppendorf. Do probéwek dodawano 0,2 ml
chloroformu na kazdy 1 ml dodanego Trizolu 1intensywnie wytrzasano. Po 2
minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej proby wirowano (12000 g, 15 minut,
+4°C) fazg wodna przenoszono do nowej probowki typu Eppendorf i dodawano 0,5 ml
1zopropanolu, intensywnie wytrzasano 1 po 10 minutowej inkubacji wirowano (12000 g,
10 minut, +4°C). Odrzucano supernatant a osad dwukrotnie przemywano 1 ml 75%
alkoholu etylowego, za kazdym razem usuwajac supernatant. Osad osuszono
w temperaturze  pokojowej. RNA  rozpuszczono  w wodzie  z dodatkiem
dietylopirowegglanu (DEPC) w +4°C i przechowywano w -80°C.

Stezenie 1jako$¢ uzyskanego RNA oceniano przy uzyciu spektrofotometru
(NanoDrop ND-1000). Wartosci a260/280 w zakresie 1,8-2,0 uznawano za
odpowiednie do przeprowadzenia analiz. Dodatkowo ilo$¢ i jako$¢ uzyskanego RNA

oceniono przy uzyciu bioanalizatora Agilent RNA6000 NanoKit (Total RNA Assay).
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Uzyskane warto$ci RIN (ang. RNA Integrity Number) w zakresie 8,9 - 10 dla linii

komoérkowych oraz 6 - 10 dla probek z wycinkow guzéw uznawano za odpowiednie.

1.4.2. Izolacja RNA z wycinkow guza

Fragmenty wycinkéw nowotwordéw pobranych w trakcie laryngektomii do czasu
izolacji przechowywano w buforze RNAlater® w temperaturze -80°C. Guzy rozcierano
w mozdzierzu z wykorzystaniem ciektego azotu a nastgpnie dodawano 1 ml Trizolu na
kazde 50 mg uzytego materiatu biologicznego. Izolacje RNA przeprowadzono w sposob
analogiczny do izolacji zlinii komoérkowych, zawieszajac RNA w 10 ul wody

z dodatkiem DEPC i przechowywano w temperaturze -80°C.

1.5.  Izolacja bialek

1.5.1. Izolacja bialek z linii komorkowych

Hodowle linii komorkowych - zar6wno nowotworowych jak i nabtonkowych
prowadzono do uzyskania okoto 80% konfluencji. Uwalniano komorki od powierzchni
naczynia hodowlanego przy uzyciu roztworu trypsyny idwukrotnie przemywano je
zimnym buforem PBS, wirujac je po kazdym podaniu buforu i usuwajac supernatant
(515 g, 5 minut, temperatura pokojowa). Komoérki wybarwiono biekitem trypanu
1 liczono przy uzyciu komor zliczeniowych Biirkera a nastgpnie dodawano 1ml zimnego
buforu do lizy komérek (NP-40) z dodatkiem inhibitora proteaz na kazde 10’ zywych
komorek. Probowki intensywnie wytrzasano przez 40 minut w temperaturze +4°C
a nastepnie wirowano (15000 g, 20 minut, +4°C). Supernatant przenoszono do swiezych
probowek typu Eppendorf i przechowywano w -80°C.

Stezenie biatka mierzono spektrofotometrycznie metoda Bradford [62]. Stgzenie
okreslano na podstawie krzywej wzorcowe] wyznaczone] zuzyciem wzorca -
surowiczej albuminy wotowej o znanych stezeniach: 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 pg/ml.

Pomiary spektrofotometryczne przeprowadzono przy dlugosci fali 595 nm.
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1.5.2. Izolacja bialek z fragmentow nienowotworowej tkanki obre¢bu glowy i szyi

Fragmenty tkanki przeznaczone do bezposredniej izolacji biatek (K2, K3, K6, K13,
K14, K15,) wstepnie rozcierano w mozdzierzu z uzyciem ciekltego azotu. Nastgpnie
proby rozdrobniono z wykorzystaniem homogenizatora kulkowego: 1 cykl: czas 40
sekund, predko$¢ 6 m/s zuzyciem zloza Lysis matrix A (MP Biomedicals, ABO).
Bialka izolowano z uzyciem buforu do lizy (NP-40 lub RIPA) z dodatkiem inhibitora
proteaz wedtug opisu przedstawionego dla linii komérkowych, wydluzajac wytrzasanie
w temperaturze +4°C do 2 godzin.

Po rozdrobnieniu tkanki (K12) hodowle pierwotne prowadzono w naczyniach
pokrytych kolagenem (NUTACON w stezeniu koficowym 18 pg/cm”) w medium
hodowlanym DMEM z dodatkiem 20% surowicy bydlgcej ptodowej oraz MEGS (ang.
Mammary Epithelial Growth Supplement, ThermoFisher Scientific). Hodowlg
prowadzono do uzyskania pelnej konfluencji, przeprowadzajac jeden pasaz komorek.
Izolacje bialek zhodowli pierwotnej prowadzono w sposoéb opisany dla linii

komorkowych ptaskonabtonkowego raka krtani.

2. Metody selekcji genéw do badan

Selekcja genow do analizy w ramach niniejszej pracy odbywata si¢ w dwuetapowo.
Pierwszy etap selekcji stanowila analiza wynikéw uzyskanych z mikromacierzy
ekspresyjnych. Drugi etap stanowilo potwierdzenie uzyskanych wynikow poprzez PCR
w czasie rzeczywistym. Geny, dla ktorych wynikow nie potwierdzono, zostaly

wykluczone z dalszej analizy.

2.1.  Analiza poziomu ekspresji genow przy wykorzystaniu mikromacierzy

W niniejszej pracy wykorzystano czg§¢ wynikéw uzyskanych w ramach
wczesniejszych projektow prowadzonych w Zakladzie Genetyki Nowotworow IGCz
PAN polegajacych na analizie ekspresji genéw wliniach komorkowych
ptaskonablonkowego raka krtani z wykorzystaniem mikromacierzy, migdzy
innymi w ramach projektu nr N403 03232/1989 (kierownik: dr hab. Malgorzata

Jarmuz - Szymczak). W ponizszym rozdziale przedstawiono sposOb przygotowania
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prob oraz analiz¢ wstgpna wynikow a takze wilasne kryteria ich selekcji przyjgte na
potrzeby analizy ekspresji genow badanych w niniejszej pracy.

Do analizy wytypowano 11 linii komorkowych ptaskonabtonkowego raka krtani
(UT-SCC-6A, -6B, -11, -19B, -22, -29, -34, -57, -106A, -107, -116). Jako grupa
kontrolna postuzyly 3 probki RNA wyizolowanego z prawidlowych tkanek obrgbu
glowy iszyi: fragmentu prawidlowego nabtonka krtani oraz komercyjnie dostgpnego
RNA z tkanek krtani 1 oskrzeli. Proby catkowitego RNA zostaty przekazane do firmy
Atlas Biolabs (Berlin), gdzie zostata wykonana analiza z uzyciem platformy GeneChip
Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix). Sama analiz¢ poprzedzita
dodatkowa ocena jakosci i1ilosci dostarczonego RNA. Firma Atlas Biolabs wykonata
takze wstgpne analizy statystyczne oraz analize¢ polegajaca na pordéwnaniu poziomu
ekspresji transkryptow w probach nowotworowych w odniesieniu do prob kontrolnych
w oparciu o algorytmy ustalone przez firm¢ Affymetrix. Znormalizowane wyniki
z mikromacierzy otrzymano w postaci tabel i wykresow (Excel i Power Point, Microsoft
Office 2003), ktore wykorzystano do wykonania wlasnych analiz. Niektore
Z parametrOw opisano ponizej.

Analiza ekspresji z uzyciem mikromacierzy opiera si¢ na hybrydyzacji transkryptu
do oligonukleotydéw (sond, ang. probe) zlokalizowanych na ptytce. Jeden transkrypt
moze hybrydyzowa¢ do jednego lub wigcej zestawu sond (ang. probe set), czyli puli
oligonukleotytow zlozonych zpar sond o pelnej 1niepelnej komplementarno$ci
(r6znigcych si¢ 1 nukleotydem). Jeden zestaw sond sktada si¢ maksymalnie z 20 par
sond. W niniejszej pracy, zestaw sond nazwano dla uproszczenia tagiem. W selekcji
gendw do analizy brano pod uwagg gtéwnie ponizsze dane:

e Sygnal (ang. Signal): intensywno$¢ sygnatu uzyskanego po hybrydyzacji
badanego transkryptu do tagu. Odpowiada poziomowi wzglednej ekspresji
transkryptu w badanej probie.

e Zmiana (ang. Change): okresla rdznicg w intensywnosci sygnatu
obserwowanego dla kazdego z tagow po hybrydyzacji z transkryptem w probie
nowotworowej w pordwnaniu intensywnos$cia sygnatu dla tego samego tagu
w probie kontrolnej. Na podstawie uzyskanych wynikéw, zmiana moze zosta¢
oznaczona jako Wzrost, Wzrost marginalny, Brak zmiany, Marginalne
obnizenie, Obnizenie (ang. odpowiednio: Increase (I), Marginal increase (MI),
No change (NC), Marginal Decrease (MD), Decrease (D)). Parametr ten

uwzglednia istotno$¢ statystyczna zmiany (ang. Change p-value), ustalona
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z uzyciem Testu Wilcoxona dla par obserwacji, przyjmujac zmiang za istotna,
gdy p <0,01. Dane te pozwalaja na oszacowanie zmiany ekspresji danego
transkryptu w probach badanych w odniesieniu do préby kontrolne;.

e Detekcja Sygnatu (ang. Signal Detection): wspotczynnik okreslajacy czy dany
transkrypt jest wykrywany w badanej probie. Na podstawie uzyskanych
wynikow intensywnos$ci sygnatu po hybrydyzacji tagu z transkryptem z badanej
proby algorytm przypisuje go do jednej z kategorii detekcji: obecna, marginalna,
nieobecna (ang. odpowiednio: Present, (P), Marginal (M), Absent, (A4)). Na
podstawie tego parametru mozna okresli¢, czy w danej probie wystapita

ekspresja transkryptu/genu.

W pierwszym etapie selekcji genéw dokonano przypisania tagéw do
poszczegbdlnych genow w oparciu o baz¢ danych Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu; NCBI36/hgl8). Nastepnie wytypowano tagi, dla ktoérych
zmiana zostata okreslona jako Wzrost (Increase) lub Spadek (Decrease), czyli takich,
dla ktorych obserwowano istotng statystycznie zmiang ekspresji transkryptu. Zmiana
ekspresji transkryptu uznawana byta za istotna, gdy wystgpowala w odniesieniu do
minimum dwoch z trzech prob kontrolnych. Do analizy wybrano geny, o wszystkich
tagach zakwalifikowanych jako istotnie zmienione.

Ostatecznie, do analizy w niniejszej pracy wybrano geny, ktorych ekspresja rdznita
si¢ istotnie we wszystkich badanych liniach komoérkowych w poréwnaniu do
przynajmniej dwoch z trzech prob kontrolnych. Oceniono takze tag pod katem detekcji
ekspresji. Dodatkowe kryteria selekcji gendéw stanowity: brak polimorfizmu liczby
kopii DNA genu (ang. Copy Number Variation, CNV) wyznaczony na podstawie bazy
danych Genome Browser (NCBI36/hg18), funkcja genow oraz brak doniesien o udziale
genu w rozwoju nowotworu krtani.

Poziom ekspresji gendw wytypowanych na podstawie wynikéw uzyskanych dla
linii komoérkowych przeanalizowano takze w probach pochodzacych z guzow
pierwotnych  pobranych w trakcie laryngektomii. Umozliwil to wykonany
w pOzniejszym okresie analogiczny eksperyment z wykorzystaniem 5 prob RNA
(MK32, MK36, MK42, MK59, MK60). Wybrano ten sam typ mikromacierzy jaki
zastosowano dla linii komorkowych. Sposob przygotowania prob oraz wstgpnej analizy

statystycznej byl takze identyczny.
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2.2. Odwrotna transkrypcja i PCR w czasie rzeczywistym

W celu potwierdzenia zmian w poziomie ekspresji gendw zaobserwowanych dzigki
zastosowaniu mikromacierzy wykonano PCR w czasie rzeczywistym (RT-qPCR).
Matryce do reakcji stanowit cDNA, uzyskany na poprzez przeprowadzenie reakcji
odwrotnej transkrypcji mRNA. Technika ta pozwala na monitorowanie zmian ilo$ci
produktu reakcji w trakcie jej trwania. W tym celu, stosuje si¢ barwniki fluorescencyjne
(w niniejszej pracy: EvaGreen) taczace si¢ z dwuniciowym DNA a nastgpnie mierzy si¢
fluorescencje¢ probek po kazdym cyklu reakcji. Wzrost intensywnosci fluorescencji

proporcjonalny jest do wzrostu ilosci produktu reakcji.

2.2.1. Odwrotna transkrypcja

Do reakcji odwrotnej transkrypcji uzyto RNA wyizolowanego z linii komérkowych
(n=25) oraz kontrolnego RNA z catkowitej tkanki krtani (komercyjnie dostepne -
Stratagene), linii komoérkowej prawidtowego nabtonka drég oddechowych oskrzeli
(NHBE) oraz linii komérkowej prawidlowego nabtonka tchawicy (HTEC). Uzyto 4 ng
RNA w objgtosci koncowej reakcji 40 pl. Wykorzystano zestaw odczynnikow
Enhanced Avian RT First Strand Synthesis Kit (Sigma) postgpujac wedtug zalecen

producenta. Startery reakcji stanowity nonamery o przypadkowej kolejnosci par zasad.

2.2.2. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Startery do reakcji PCR w czasie rzeczywistym zostaly zaprojektowane przy uzyciu
programu Beacon Designer™ 7.5 (PRIMER Biosoft International) a ich specyficznos¢
sprawdzono przy pomocy programu Primer BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Wykorzystano dwa geny referencyjne - ARNT
(Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator) oraz UBC (Ubiquitin C). Wszystkie
pary starterow zaprojektowano w taki sposob, by amplikony obejmowaty granice
pomigdzy dwoma eksonami, dzigki czemu amplifikowane byty tylko fragmenty cDNA,
zamiast genomowego DNA. Sekwencje starterow genéw badanych oraz referencyjnych
wraz z odpowiednimi dla nich temperaturami przytaczania starteréw przedstawiono

w Tabeli 2.
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Tabela 2. Startery wykorzystane w reakcji PCR w czasie rzeczywistym. F - starter F (ang.
Forward), R - starter R (ang. Reverse). Podwojny myslnik w sekwencji startera oznacza granice
ekson/ekson, bd - brak danych. Sekwencje starterow dla genu SFRP2 oznaczone symbolem #

pochodza z publikac;ji [63].

Dtugosc Temperatura | Wydajnosc
Gen Sekwencje starteréw 5' - 3' amplikonu przytaczania | reakcji PCR
[bp] starteréw [°C] [%]
ARNT F: TTGGCAGCACACTCTATG 191 55 100
NM_001668 R: C--CTCATTCGGCAAATAAACG
ATAD2 F: TGCTACGAACAGGCTAGATTC 196 55 100
NM_014109 R: TGCTCCACAGTATC--CAACAC
CDK1 F: CAGACTAGAAAGTGAAGAGGAAGG 191 55 100
NM_001170406 R: ACTGACCAGGAGGGATAGAATC
CEACAMG6 F: CGTCGGCATCACGATTGG 127 61 100
NM_002483 R: TGGGATTGGAGGAGCTAGAAG
CLCA4 F: TGAGCAAGATAACA--GGAGGAAGTC 173 55 100
NM_012128 R: AGTGTCGTTCATCCAGGCATTAC
FUT3 F: CCCATACAGTGAATCCATTTAAG 165 55 100
NM_000149 R: ATCCAGTGGCATCGTCTC
LAPTM4B F: GATACATCAATGGTAGGAACTC 146 55 100
NM_018407 R: GAAGGCTTAGGCAGACAC
NETO2 F: TAGTCAGGTAGAACAAGAG 170 55 100
NM_018092 R: AACTGCTTCCATCATAGA
SERPINH1 F: GTTCTTCAAG--CCACACTG 1
NM_001235 R: TCGTCGTCGTAGTAGTTG 35 >5 98
SFRP2 F: TGCCAGCCACCGAGGAAG 179 bd bd
NM_003013 R: AATGGTCTTGCTCTTGGTCTCC
SFRP2 F: CTTGAGTGCGACCGTTTC 14 bd bd
NM_003013 R: ATTATGTCGTTGTCATCATCA 0
SFRP2 # F: CTCGCTGCTGCTGCTCTTC 0 62 bd
NM_003013 G: GGCTTCACATACCTTTGGAG >0
SNAI2 F: TCAAGGACACATTAGAACTCAC 198 61 98
NM_003068 R: ACACAGCAGCCAGATTCC
UBC F: TCGCAGTTCTTGTTTGTG
150 55 100
NM_021009 R: GATGCCTTCCTTATCTTGG

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym wykonano zuzyciem 5x HOT FIREPol®

EvaGreen®qPCR Mix Plus (no ROX) firmy Solis BioDyne. Dla kazdej préby

wykonano trzykrotne powtorzenie. Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

Sktadnik mieszaniny reakcyjnej

Stezenie wyjsciowe

Objetosc na préobe [ul]

HOT FIREPol®EvaGreen®qPCR Mix Plus

Starter F
Starter R
H,0
cDNA

5x
50 uM
50 uM

4
0,3
0,3

14,9
0,4
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Reakcj¢ przeprowadzono w aparacie i-Cycler 1Q5 (Bio-Rad)

a nastgpnie

analizowano wyniki wykorzystujac program Gene Expression Analysis for iCycler

1Q5® Real-time PCR Detection System. Warunki reakcji PCR przedstawiono ponizej:

Etap reakgji Temperatura [°C] Czas
Cykl 1 Inkubacja wstepna - aktywacja polimerazy 95 15 minut
Denaturacja 95 20 sekund
Cykl 2(40x) Przytaczanie starterow 55-61 10 sekund
Wydtuzanie taicucha i pomiar fluorescencji 72 20 sekund
Cykl 3 95 30 sekund
Krzywa topnienia 50-95
Cykl 4 (91x) 10 sek/temp
Pomiar fluorescencji Skok: 0,5°C
Cykl 5 Zakonczenie 10 oo

2.2.3. Analiza wynikow

Aby okresli¢c wydajnos¢ reakcji, przygotowano serig¢ rozcienczen DNA, ktére
postuzyty do przeprowadzenia reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Nastgpnie, przy
wykorzystaniu programu GraphPad Prism 5 wyliczono wydajnos¢ reakcji wg wzoru:

E =10 —1/nachylenie __ 1

gdzie E to wydajnos$¢ reakcji anachylenie to nachylenie krzywej standardowe;,
przedstawiajacej zalezno$¢ wartosci cyklu progowego - cyklu PCR, w ktérym
przekroczony zostaje progowy poziom fluorescencji (Ct) od logarytmu stgzenia DNA.
Uzyskane warto$ci wydajnosci przedstawione sa w Tabeli 2.

W celu okreslenia wartosci progowych, po przekroczeniu ktoérych poziom ekspresji
gendw mozna uzna¢ za zmieniony, dla kazdego z analizowanych genéw wyznaczono
wartos$ci odcigcia. W tym celu zastosowano dwa schematy:

e dla gendw, ktorych poziom ekspresji w liniach komérkowych byt podwyzszony
w stosunku do grupy kontrolnej, warto$¢ odcigcia wyznaczono jako warto$¢
najwyzszego wyniku uzyskanego dla prob kontrolnych dodana do trzykrotnej
wartos$ci odchylenia standardowego obliczonego dla probek kontrolnych,

e dla gendw o obnizonym poziomie ekspresji w liniach komorkowych w stosunku

do grupy kontrolnej, warto$¢ odcigcia byta rowna warto$ci najnizszego wyniku
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uzyskanego dla prob kontrolnych. Poziom ekspresji ponizej wartosci odcigcia
uznawany byt za obnizong ekspresj¢ genu.
Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem testu U Manna

-Whitney’a. Wyniki uznano za istotnie, gdy p<0,05.

3. Analiza korelacji poziomu ekspresji z parametrami histologiczno-

klinicznymi nowotworu

Przeanalizowano korelacje ekspresji gendéw z parametrami histologiczno-
klinicznymi guza. Wykorzystano dane oparte o klasyfikacje TNM oraz G, gdzie T
oznacza wielko$¢ guza, N -przerzuty do weztow chlonnych, M - przerzuty do
odlegtych narzaddéw, natomiast G - stopiefn zréznicowania histologicznego nowotworu.
W analizie zastosowano test U Manna - Whitney’a, wyniki uznano za istotnie, gdy
p<0,05. Analize korelacji poziomu ekspresji genu z czasem przezycia pacjenta, od
ktoérego pobrano fragment guza w celu wyprowadzenia linii komoérkowej, wykonano

z wykorzystaniem testu Pearsona.

4. Analiza mechanizmow odpowiedzialnych za obserwowane zmiany poziomu

ekspresji genow

4.1.  Analiza liczby kopii genu - Porownawcza Hybrydyzacja Genomowa do

mikromacierzy - array-CGH

W celu oceny zmian w liczbie kopii DNA badanych genéw przeprowadzono
analiz¢ wynikow poréwnawczej hybrydyzacji genomow (ang. Comparative genomic
hybridization, CGH) z wykorzystanie mikromacierzy (array-CGH). Wykorzystano
wyniki z wykonanych wczesniej hybrydyzacji do mikromacierzy:

e Agilent Human Genome CGH 44K Oligo Microarray Kit (Agilent Technologies,
Walbornn, Niemcy), ktora wykonano w ramach uprzejmej pomocy w zespole
kierowanym przez prof. R. Sieberta (Institute of Human Genetics, University
Hospital Schleswig-Holstein Campus Kiel, Christian-Albrechts University, Kiel,

Germany),
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e Agilent Human Genome CGH Oligo Microarray 244K Kit (Agilent Technologies,
Walbornn, Niemcy), wykonana dzigki uzyskaniu finansowania z Wielkopolskiego
Centrum Badan Przyrodniczych i Medycznych.

Ponizej przedstawiono podstawy teoretyczne techniki oraz wiasne kryteria przyjete
do analizy wynikow.

Technika porownawczej hybrydyzacji genomow opiera si¢ o analiz¢ stosunku
fluorescencji barwnikéw uzytych do wyznakowania DNA: badanego (zielony)
i referencyjnego (czerwony). Po zmieszaniu obu préob wréwnym stosunku
przeprowadza si¢ hybrydyzacj¢ do mikromacierzy oligonukleotydowej i dokonuje
pomiaru fluorescencji obu barwnikdéw. Roznica w intensywnosci fluorescencji wyraza
si¢ w postaci wspolczynnika log2ratio, przyjmujac, ze log2ratio =0 oznacza brak
zmian, natomiast log2ratio = 1 oznacza dwukrotng zmiang w ilosci DNA.

Préby DNA 10 linii komérkowych ptaskonablonkowego raka krtani: UT-SCC- 6A,
-19B, -29, -35, -38, -42B, -57, -106A, -107, -116 zostaty przeanalizowane przy uzyciu
platformy Agilent Human Genome CGH 244K Oligo Microarray; kolejnych trzech
linii: UT-SCC -11,-22, -34 - platformy Agilent Human Genome CGH 44K Oligo
Microarray Kit. Otrzymano wyniki w postaci tabel 1 wykreséw (Excel 1 Power Point,
Microsoft Office 2003), na podstawie ktorej ustalono wspotczynnik log2ratio dla
regiondbw DNA, w ktorych zlokalizowane sa poszczegdlne geny analizowane
w niniejszej pracy. Srednia warto$¢ wspétczynnika log2ratio w zakresie pomiedzy +0,5

1-0,5 przyjeto jako oznaczajaca brak zmian w liczbie kopii analizowanego genu.

4.2.  Analiza poziomu metylacji DNA regionu promotorowego genow -

pirosekwencjonowanie

W celu przeanalizowania poziomu metylacji DNA regionow promotorowych
analizowanych genow wykonano pirosekwencjonowanie. Reakcja ta polega na
wlaczaniu do reakcji poszczegdlnych dNTP w okreslonej kolejnosci w obecnosci
enzymow: fragmentu Klenowa polimerazy DNA 1, sulfurylazy ATP, lucyferazy oraz
apirazy. Po wiaczeniu nukleotydu komplementarnego do badanej nici DNA nastgpuje
uwolnienie pirofosforanu, wykorzystywanego przez sulfurylaze¢ do wytworzenia ATP
z wykorzystaniem adenozyno-5’-fosfosiarczanu (APS). Nastgpnie w obecnosci

lucyferyny itlenu, ATP wykorzystany jest przez lucyferazg¢ jako Zrddlo energii do
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wytworzenia oxylucyferyny, emitujacej fotony swietlne rejestrowane przez fotokamerg.

Apiraza degraduje niewlaczone nukleotydy.

4.2.1. Konwersja DNA

Pierwszy etap reakcji stanowi konwersja niemetylowanych cytozyn do uracylu
poprzez reakcj¢ z wodorosiarczanem IV sodu wcelu odroznienia sekwencji
niemetylowanej] od metylowanej. DNA wyizolowane zlinii komorkowych
ptaskonabtonkowego raka krtani oraz tkanek kontrolnych (1 pug) zostato skonwertowane
przy uzyciu EpiTect DNA Modification Kit (Qiagen) wedlug zalecen producenta.
Analizowana grupg stanowito 25 linii komérkowych ptaskonablonkowego raka krtani,
za$ grup¢ kontrolng - 10 prob DNA uzyskanych z wymazéw z wewngtrznej strony
policzka (W1 - W10). Wykonano takze analiz¢ poziomu metylacji DNA regionu
promotorowego genu CDK 1 wykorzystujac proby DNA uzyskane z guzéw pierwotnych
ptaskonabtonkowego raka krtani (n=41). Charakterystyka linii komdrkowych oraz
materialu pierwotnego znajduje si¢ w Tabelach Z1 i Z2 (Zalacznik).

4.2.2. Pirosekwencjonowanie

DNA poddane konwersji amplifikuje si¢ poprzez reakcje PCR. Startery zostaly
zaprojektowane z uzyciem programu PyroMark Assay Design Software 1.0 (Biotage,
Uppsala, Szwecja). Jeden ze starterow kazdej pary, zostal wyznakowany biotyna.
Sekwencje starterow, dtugosci amplikonow oraz zastosowane temperatury przylaczania
wraz z liczba sekwencji CG zawartych w analizowanym fragmencie DNA zebrane sa

w Tabeli 3.
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Tabela 3. Lista starteréw wykorzystanych w reakcjach pirosekwencjonowania. F - starter F (ang. Forward); R - starter R (ang. Reverse);, S - starter
sekwencyjny (ang. Sequencing); TSS - miejsce startu transkrypcji (ang. Transcription Start Site); bd - brak danych. Gwiazdka przy lokalizacji genu oznacza,

ze jest on zlokalizowany na nici ujemne;.

Gen

Sekwencje starterow 5' - 3'

Dtugos¢
amplikonu
[bp]

Temperatura
przytaczania
starteréw
[°c]

Lokalizacja analizowanej sekwencji

(UCSC Genome Browser hg19)

Lokalizacja badanych
dinukleotyddw (Liczba
analizowanych dinukleotydéw
CG)

Lokalizacja TSS (UCSC
Genome Browser hg19)

ATAD2

F: AGATAGAAAGTAGTTAGGGGATG
R: biot-AACATTTAATCACCACCTACTTTTAC
S: AATTTAGGGTAGGAGTTTG

194

60

chr8:124408026-124408220 *

chr8:124408093-124408143 (9)

chr8:124408705

CDK1

F: TGGTTTTAAAGTTGGTTTTTGGAAA
R: biot-ACCCTAACCCCAACCACTATA
S: TGGTTTTTGGAAATTGAG

110

60

chr10:62538241-62538350

chr10:62538271-62538309 (7)

chr10:62538212

CEACAM6

F: biot-ATTTTGGGGTAGGTTGTGGG
R: CACCACTACCAAACTCACTAT
S: ACCAAACTCACTATTAAATC

91

65

chr19:42260536-42260626

chr19:42213656-42213670 (3)

chr19:42259398

CLCA4

F: GTGATTGGGTAAAGGTTAGAAATT
R: biot-AAACCACTTAATCTTCATAAAAATT
S: AAGGTTAGAAATTGAGTTTTG

123

55

chr1:87018635-87018757

chr1:87018669-87018699 (3)

chr1:87012759

FUT3

F: GGTATTTGTAGGAGTTGGATAAGGA
R: biot-CCTACTACAATTTCCAACAAACCTT
S: GTAGGAGTTGGATAAGGATTA

129

60

chr19:5844198-5844326 *

chr19:5843865-5843912 (7)

chr19:5851485

LAPTM4B

F: GGTTAGATGAAAGAAGGAAGGT
R: biot-AACTCCAACCAACTACTAAAAC
S: AGATGAAAGAAGGAAGGTT

120

55

chr8:98787841-98787960

chr8:98787864-987879898 (3)

chr8:98787809

SERPINH1

F: GAGATGGTTTTGTTTGGGGTAGA
R: biot-ACCCCCAAACTCTCTACATA
S: TGTTTGGGGTAGAGT

98

55

chr11:75272921-75273018

chr11:75272951-75272985 (5)

chr11:75273101

LINE-1

F: TTTTGAGTTAGGTGTGGGATATA
R: Biot-AAAATCAAAAAATTCCCTTTC
S: GGGTGGGAGTGAT

146

55

bd

bd
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Reakcja PCR zostata zoptymalizowana i przeprowadzona przy uzyciu PyroMark

PCR kit (Qiagen) wedtug zalecen producenta. Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

Sktadnik mieszaniny reakcyjnej Steienie wyjSciowe  Objetos¢ na prébe [ul]
PyroMark Buffer 2X 12,5
Starter F 20 uM 0,5
Starter R 20 uMm 0,5
Coralload 10x 2,5
dH,0 - 8
DNA po konwersji - 1

W reakcji PCR dla kazdego =z analizowanych genéw uzyto takze prob
DNA o pelnej metylacji (opisane w teks$cie jako FM) oraz niemetylowanego DNA
(opisane  jak o UM) pochodzacego zreakcji amplifikacji calego genomu
przeprowadzonej na limfocytach krwi obwodowej. Reakcja prowadzona byla

w nastgpujacych warunkach:

Etap reakgji Temperatura [°C] Czas
Inkubacja wstepna - aktywacja
Cykl 1 95 15 minut
polimerazy
Denaturacja 94 30 sekund
Cykl 2(45x) Przytaczanie starterow 55-60 30sekund
Wydtuzanie taricucha 72 30 sekund
Cykl 3 Dodatkowe wydtuzanie 72 10 minut
Cykl 4 Zakonczenie 10 oo

W celu potwierdzenia specyficznosci uzyskanych produktow PCR analizowano je
poprzez elektroforeze w 1,8% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny,
w buforze 1x TBE.

Reakcjg przeprowadzono w aparacie PyroMark Q24 (Qiagen) przy wykorzystaniu
odczynnikow przeznaczonych do reakcji pirosekwencjonowania tej samej firmy.
Produkt PCR zostat oczyszczony z uzyciem kolejno: 70% alkoholu etylowego, 0,2%
NaOH oraz buforu ptuczacego (wedtug zalecen firmy Qiagen). Starter sekwencyjny
zostat zdenaturowany w 85°C przez 2 minuty a nastgpnie hybrydyzowany do matrycy

DNA.
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Uzyskane wyniki analizowano w programie PyroMarkQ24 software wersja 2.0.6

(Qiagen).

4.2.3. Analiza wynikow

Wyznaczono kluczowe warto$ci odcigcia dla kazdego z gendw, wyznaczajace
zakres poziomu metylacji DNA przyjmowany w niniejszej pracy jako hipermetylacja
oraz hipometylacja:

e hipermetylacja: wartoSci powyzej najwyzszego wyniku uzyskanego dla préb
grupy kontrolnej dodanego do dwukrotnej warto$ci odchylenia standardowego
obliczonego dla probek kontrolnych. w przypadku uzyskania wyniku powyzej
100 jako wartos$¢ odcigcia przyjmowano 100%,

e hipometylacja: warto$ci ponizej najnizszego wyniku uzyskanego dla prob
zgrupy  kontrolnej = pomniejszone o dwukrotng ~ warto$¢  odchylenia
standardowego obliczonego dla probek kontrolnych.

Uzyskane wyniki analizowano w odniesieniu do krzywych wyznaczonych na
podstawie wynikow uzyskanych dla serii rozcienczen DNA o pelnej metylacji
wykonanej dla kazdego zgendw. Seria ta obejmowata préby DNA o metylacji
w zakresie 0 - 100%, r6zniace si¢ od siebie o 10%.

Analizg¢ korelacji poziomu metylacji DNA regionu promotorowego genu
z poziomem ekspresji genu (wyniki analizy RT-qPCR) oraz czasem przezycia pacjenta,
od ktorego pobrano fragment guza w celu wyprowadzenia linii komorkowej, wykonano
z wykorzystaniem testu Pearsona. Poziom istotnosci statystycznej roéznicy pomigdzy
poziomem metylacji DNA genow w liniach komérkowych LSCC 1 prébach kontrolnych

okreslono z uzyciem testu U Manna-Whitney’a. Wyniki uznano za istotnie, gdy p<0,05.

4.3. Analiza zmian sekwencji DNA na podstawie danych dost¢pnych za

posrednictwem baz danych (cBioPortal, COSMIC)

Wszystkie z badanych gendow przeanalizowano z wykorzystaniem bazy danych
gromadzacej dane zzakresu genomiki nowotworéw: cBioPortal [64], [65]. Dane
umieszczone w bazie, ktdre postuzylty do wykonania ponizszego porownania obejmuja

279 préob uzyskanych od pacjentdéw z ptaskonabtonkowym rakiem gltowy i szyi 1 zostaty
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opublikowane w 2015 roku w czasopi$mie Nature [66]. Sposrod analizowanych préob 72
pobrano z krtani.

Dodatkowo przeanalizowano dostepne dane dotyczace mutacji
w ptaskonabtonkowym raku krtani zgromadzone w bazie COSMIC (Catalogue Of
Somatic Mutations In Cancer, wersja GRCh38, COSMIC v83,
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic [67]. Badana grupa obejmowata 512 préb
ptaskonabtonkowego raka krtani, aczkolwiek nie dla wszystkich probek dostepne byty

informacje dotyczace mutacji w obrgbie genéw analizowanych w niniejszej pracy.

5. Analizy wykonane dla wytypowanego potencjalnego onkogenu - CDK1

5.1.  Analiza poziomu bialka CDK1 - Western blot

Biatka analizowano z uzyciem techniki Western blot, polegajacej na wykrywaniu
biatek poprzez zastosowanie specyficznych dla niego przeciwcial. Bialka zostaja
rozdzielone w zelu poliakrylamidowym na podstawie masy molekularnej, a nastgpnie
przenoszone na membrang (filtr) nitrocelulozowy Iub PVDF wcelu ich
unieruchomienia. Stosuje si¢ przeciwciala pierwszorzedowe - skierowane przeciwko
badanemu biatku oraz drugorzgdowe - przeciwko pierwszorzgdowemu. Przeciwcialo
drugorzgdowe sprzgzone jest z enzymem, dzigki czemu po podaniu mieszaniny do
detekcji zawierajacej jego substrat nastgpuje reakcja chemiczna, ktéra umozliwia
lokalizacje badanego biatka na membranie. W niniejszej pracy wykorzystano detekcje
z zastosowaniem chemiluminescencji. Przeciwcialo drugorzedowe sprzg¢zone bylo
z peroksydaza chrzanowa. Po podaniu mieszaniny zawierajacej nadtlenek wodoru oraz
luminal nastgpuja reakcja utlenienia luminalu przez peroksydaze 1 uwolnienie nadmiaru
energii w postaci fotonow S$wiatla. Do analizy w niniejszej pracy wykorzystano
zarowno linie komorkowe ptaskonabtonkowego raka krtani (n=25) jak ikontrolne
lizaty biatkowe uzyskane z tkanek obrgbu glowy i szyi - izolacja bialek bezposrednio

z tkanki lub z komorek uzyskanych z hodowli krétkoterminowych (n = 8).

5.1.1. Denaturacja prob i elektroforeza SDS-PAGE

Lizaty komoérkowe denaturowano w buforze do prébek 4xLaemmli [68] z SDS

w temperaturze 95°C przez 5 minut. Na zel naktadano 20 pg bialka do kazdej ze

43



Sciezek. Nastepnie proby rozdzielano elektroforetycznie w 12% zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych.

Rozdziat biatek prowadzono w buforze TRIS-Glicyna-SDS przy stalym napigciu
100V, zuzyciem systemu Mini Protean (Bio-Rad) do momentu osiagnigcia przez
barwnik znajdujacy si¢ w probach konca zelu. Wielko$¢ biatka oceniano w odniesieniu
do wzorca wielkosci bialek Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein

Standard (Bio-Rad). Sktad mieszanin do przygotowania zeli zamieszczono ponize;j:

Sktadnik zelu Zel zageszczajacy 4% [ml]  Zel rozdzielajacy 12% [ml]
40% akrylamid/bisakrylamid (29:1) 0,5 3
1,5M TRIS (pH 8,8) ; 2,5
0,5M TRIS (pH 6,8) 1,25 ;
dd H,0 3,2 4,3
10% SDS 0,05 0,1
10% APS 0,05 0,1
TEMED 0,005 0,01

5.1.2. Transfer bialek na membrane¢

Po zakonczeniu elektroforezy, wykonano transfer mokry (system MiniProtean, Bio-
Rad), z uzyciem buforu TRIS-Glicyna z dodatkiem 20% alkoholu metylowego. Biatka
przenoszono na membrang¢ wykonang z polifluorku winylidenu (PVDF) po jej
uprzedniej aktywacji w 100% alkoholu metylowym. Transfer prowadzono przez 60
minut, przy statym napigciu 100V w temperaturze +4°C. Po zakonczeniu transferu, jego
jakos¢ oraz jako$¢ prob analizowano poprzez barwienie biatek zwigzanych do

membrany odczynnikiem Ponceau S.

5.1.3. Detekcja bialek i analiza wynikow

Membrany inkubowano w buforze blokujacym (5% mleko odttuszczone w TBS-T)
przez 60 minut w temperaturze +4°C zltagodnym mieszaniem. Nastgpnie
przeprowadzono inkubacj¢ z przeciwcialem pierwszorzgdowym  skierowanym

przeciwko badanemu biatku (przez noc, +4°C, lekkie mieszanie). Przeciwciata
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zawieszono w buforze blokujacym. W niniejszej pracy stosowano trzy warianty
przeciwcial anty-CDK1:
e przeciwciato anty-CDK1 wiazace si¢ do C-konca biatka,
e przeciwciato anty-CDK1 wiazace si¢ do biatka posiadajacego w pozycji 161
ufosforylowana treoning (phospho T161 anty-CDK1);
e przeciwcialo anty-CDK1 wiazace si¢ do N-konca biatka w celu analizy linii
komoérkowych rozniacych si¢ pod katem wariantdw polimorfizméow genu CDK 1
zidentyfikowanych technika sekwencjonowania Sangera. Linie komodrkowe

wybrane do analizy przedstawiono ponize;j:

Polimorfizm genu CDK1
Linia komoérkowa
rs3212319 rs1871446
UT-SCC-6B c/C A/G
UT-SCC-35 4 G/G
UT-SCC-42B c/C A/G
UT-SCC-49 c/C A/A
UT-SCC-50 4 G/G
UT-SCC-108 C/- G/G
UT-SCC-116 C/- A/G

Po zakonczeniu inkubacji, membrany ptukano trzykrotnie po 10 minut w buforze
TBS-T, natozono przeciwcialo drugorzgdowe 1 przeprowadzono inkubacje (2 godziny,
temperatura pokojowa, tagodne mieszanie). Membrany plukano przez 10 minut
w buforze TBS-T a nastgpnie dwukrotnie w TBS przez 10 minut.

Jako kontrolg natozenia (ang. loading control) uzyto biatka GAPDH, inkubacje
prowadzono w identyczny sposob jak przedstawiony dla badanych gendéw. Lista

uzytych przeciwcial, wraz z zastosowanymi rozcienczeniami zebrano ponizej:

Przeciwciato (producent, numer katalogowy) Rozcienczenie
Krdlicze poliklonalne Anty-CDK1 koniec C biatka (Abcam, ab7953) 1:1000
Krélicze poliklonalne Anty-CDK1 koniec N biatka (Abcam, ab131011) 1:6000
Krolicze poliklonalne Anty-CDK1 ufosforylowane biatko - phospho T161 1:750
(Abcam, ab138389)
Krélicze poliklonalne Anty-GAPDH (Abcam, ab9485) 1:2500
Przeciwciato drugorzedowe:
1:38500
Kozie przeciw krdliczemu: IgG H&L (Abcam, ab97051)
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Na membrany natozono odczynniki do detekcji opartej o chemiluminescencjg
(SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) postgpujac
wedlug zalecen producenta. Wizualizacji wynikow dokonano z wykorzystaniem

systemu ChemiDoc+ XRS (Bio-Rad).

5.1.4. Analiza wynikow

Uzyskane pliki graficzne analizowano za pomoca kompatybilnego z systemem
ChemiDoc+XRS programu Image Lab 5.1 (Bio-Rad). Wzgledny poziom akumulacji
bialka CDKI1 w poszczegdlnych linach komorkowych wyliczano na podstawie
intensywnos$ci prazkow uzyskanych na membranie dla GAPDH i CDKI1 zuzyciem
narzegdzia ,,Relative Quantity” (,,wzgledna 1lo$¢”). Dla kazdej z linii komérkowych jako
prazek referencyjny przyjmowano prazek dla GAPDH. Wynik stanowil proporcje
intensywnosci prazka dla CDK1 do intensywnosci prazka dla GAPDH (CDK/GAPDH).
Do analizy wybierano obrazy, dla ktéorych nie obserwowano saturacji sygnatu

w zadnym z analizowanych prazkow.

5.2.  Detekcja biatlka CDKI1 - Barwienie immunohistochemiczne

Barwienie immunohistochemiczne polega na uwidacznianiu badanego antygenu
(w przypadku niniejszej pracy - biatka) w odpowiednio przygotowanym materiale
tkankowym, np. utrwalonym w formalinie oraz zatopionym w postaci bloczkow
parafinowych.

W  badaniu  wykorzystano dwuetapowa, posrednia metode¢ barwienia
immunohistochemicznego  z wykorzystaniem specyficznego pierwszorzgdowego
przeciwciala wiazacego si¢ z analizowanym biatkiem oraz znakowanym przeciwcialem
drugorzedowym, skierowanym przeciwko immunoglobulinie zwierzgcia, od ktorego
uzyskano pierwszorzgdowe przeciwciato. Utworzony w ten sposéb ztozony kompleks
wykrywa si¢ za pomoca chromogenu, bgdacego zwiazkiem umozliwiajacym
wytworzenie barwnego, trwatego produktu reakcji.

Analiza wykonana zostata w Katedrze i Zaktadzie Patomorfologii Klinicznej
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy pod

kierunkiem prof. Andrzeja Marszalka. Ponizej przedstawiono sposdb oznaczania
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antygenu w tkankach przechowywanych w postaci bloczkéw parafinowych oraz analizy

wynikow.

5.2.1. Przygotowanie skrawkow oraz wykrywanie antygenow

Bloczki parafinowe skrojono na grubo$¢ 3 um iumieszczono na szkietkach
podstawowych o zwigkszonej adhezyjnosci. Skrawki wysuszono ipoddano wstepnej
deparafinizacji w temperaturze 60°C przez noc. Nastepnie przeprowadzono ostateczna
deparafinizacje W szeregu ksylenow (I-1V), uwodnienie W szeregu
alkoholi o malejacym  stezeniu  (99,8% - 80%) oraz odslonigcie  antygenow
w buforze o wysokim pH (Epitope Retrieval Solution high-pH, Dako) w temperaturze
95 -99°C przez 20 minut. Skrawki studzono (20 minut, do uzyskania przez bufor
reakcyjny temperatury 65°C). Endogenna aktywno$¢ enzymatyczna zablokowano
zuzyciem 3% wodnego roztworu perhydrolu (10 min, temperatura pokojowa) oraz
zablokowano miejsca nieswoistych wigzan przeciwciata (5% BSA w buforze PBS, 10
minut, temperatura pokojowa).

Tak przygotowany materiat tkankowy inkubowano z pierwszorzgdowym
przeciwcialem, skierowanym przeciwko lokalizowanemu antygenowi wykorzystujac
krolicze poliklonalne przeciwciato anty-CDK1 (immunogen: C-koniec biatka, Abcam,
ab7953) stosujac rozcienczenie 1:250 w temperaturze 37°C przez 30 min. Nastgpnie
przeprowadzono inkubacj¢ wycinkéw z drugorzgdowym przeciwcialem znakowanym
peroksydaza chrzanowa. Do lokalizacji kompleksu antygen-przeciwciato jako
chromogen wykorzystano DAB (3-3’diaminobenzydyna). W celu kontrastowego
wybarwienia tta podbarwiono jadra komorkowe za pomoca hematoksyliny wg Meyera.
Badany materiat odwodniono w alkoholach etylowych o wzrastajacym stezeniu (od
80% do 99,8%), nastgpnie catkowicie odwodniono 1 przeswietlono skrawki w szeregu
ksylenow (I-1V), aostatecznie preparaty zamknigto w medium (Consul Mount,

ThermoScientific).

5.2.2. Analiza pélilosciowa oznaczanych antygenow

Odczyny immunohistochemiczne zostaty analizowane w mikroskopie $wietlnym
ECLIPSE E800 (NIKON). Wykonano mikrofotografie w trzech reprezentatywnych
obszarach kazdego z badanych przypadkow, przy pierwotnym powigkszeniu obiektywu
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20x. W obszarze utkania guza, kazda z fotografii zostala wykonana w miejscu, gdzie
masa guza stanowita minimum 80% obszaru.

Oceng poziomu ekspresji oznaczanego bialkka na podstawie reakcji
immunohistochemicznej w obszarze guza oraz w obszarze prawidtowej btony $luzowe;j
przeprowadzono za pomoca zautomatyzowanych metod morfometrycznych
z wykorzystaniem narzedzia graficznego ImageJ (wersja 1.46a). Analizg przeprowadzili
dr Magdalena Bodnar oraz dr Lukasz Szylberg, wykorzystujac autorski algorytm
analizy obrazu [69]. Obraz zostal przetworzony z wykorzystaniem funkcji ,,Colour
Deconvolution” i ,,Treshold” w programie ImageJ w celu przekonwertowania obrazu na
plik umozliwiajacy analiz¢ graficzna. Wyniki dla poszczegélnych z analizowanych
skrawkoéw porownywano w oparciu o wartosci w skali IRS (ImmunoReactive Score),
ktory zdefiniowany jest jako stosunek procentu pozytywnie wybarwionych komorek do
intensywnosci ekspresji biatka CDK1. Na zaznaczonych fragmentach wykonano seri¢
pomiaréw intensywnosci ekspresji (w skali szarosci 0 - 255 gdzie 0 = kolor czarny,
255 = kolor biaty). Powierzchnig obszaru zajgtego przez barwnik wyliczono w skali O -
3, gdzie 0: brak wybarwionych komorek; 1: <10% wybarwionych komorek; 2:10 - 50%
wybarwionych komorek; 3: >50% wybarwionych komorek). Nastgpnie dokonano
obliczen w celu uzyskania mediany intensywnos$ci ekspresji genu CDKI, a takze

powierzchni obszaru zajgtego przez barwnik [69].

5.2.3. Analiza statystyczna

Analizg statystyczna przeprowadzono z zastosowaniem programu STATISTICA
10. Zgodno§¢ poszczegdlnych zmiennych zrozktadem normalnym zbadano
wykorzystujac test Kolmogorowa-Smirnowa z poprawka istotnosci Lillieforsa oraz
testem Shapiro-Wilka. Jednorodno$¢ wariancji oceniono za pomoca testu Levene’a.
Analiza statystyczna zostala przeprowadzona za pomoca testu U Manna-Whitneya. Za

roznicg istotna statystycznie przyjgto wartosci p<0,05.

5.3. Sekwencjonowanie DNA technika Sangera

W celu analizy zmian w sekwencji genu, wykonano sekwencjonowanie DNA
metoda Sangera. Metoda ta polega na analizie fragmentow DNA powstajacych

w trakcie reakcji PCR, w ktorej uzywa sig, obok prawidlowych nukleotydow
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(deoksynukleotydy, dNTP), nukleotydow pozbawionych grupy hydroksylowej
w pozycji 3’ (dideoksynukleotydy, ddNTP). Wprowadzenie takiego nukleotydu
uniemozliwia dalsze wydluzane tancucha DNA przez polimerazg, co skutkuje
uzyskaniem fragmentow DNA ordéznej dlugosci. Kazdy z dideoksynukleotydow
sprzgzony jest z innym barwnikiem fluorescencyjnym, dzigki czemu, po uszeregowaniu
fragmentow DNA pod wzgledem ich wielko$ci, mozliwe jest odczytanie analizowanej
sekwencji. W niniejszej pracy, badano sekwencje¢ kodujaca genu CDK/ wykorzystujac
proby DNA z 25 linii komorkowych ptaskonabtonkowego raka krtani.

5.3.1. Projektowanie starterow i reakcja PCR

Startery do reakcji PCR zostaty zaprojektowanie przy uzyciu programu bezptatnej
wersji programu Primer3 v.0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), ich specyficznos¢
potwierdzono przy wykorzystaniu narz¢dzia Primer BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Sekwencje starterow wraz z dlugoscia

amplikonéw znajduja si¢ w Tabeli 4.

Tabela 4. Lista starterow wykorzystanych w reakcjach sekwencjonowania genu CDKI1. F-
starter F (ang. Forward); R - starter R (ang. Reverse).

Numer eksonu genu CDK1 Sekwencje starteréw (5’-3’) Dtugos¢ amplikonu (bp)
Eksonl Ekson niekodujacy nd
Ekson 2 F: CACGTTTCCAATGTCTCAGG 478

R: CGGTCATTAGGGATTCGGTA

Ekson 3 F: CAAGACCCTGCCATAAGGAA 396
R: TGTGCGGCATTCTCAACTAC

Ekson 4 F: GTTGCCCTGAGATTCCTTTC 330
R: CCACAAAATGCAGGGACTTC

Ekson 5 F: GCCTAAAATGGCCTGAAAGC sas
R: CTCCTGCCATGTCCCTCTAG

Ekson 6+7 F: TTGGTGGCAGTCATACAACC 591
R: TTTTCTAGGCAAAACAAAGAACTG

Ekson 8 F: TGAAAGTATTAGTTTTGGTTTATTGC 326
R: CGAAGTACAGCTGAAGTTTGATAAC
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Reakcj¢ PCR prowadzono w termocyklerze DNA Engine Dyad Thermal Cycler
(Bio-Rad) w nastepujacych warunkach:

Etap reakgji Temperatura [°C] Czas
Cykl 1 Inkubacja wstepna - aktywacja polimerazy 95 10 minut
Denaturacja 95 15 sekund
Cykl 2(34x) Przytaczanie starteréw 60 15 sekund
Wydtuzanie tancucha 72 40 sekund
Cykl 3 Dodatkowe wydtuzanie 72 10 minut
Cykl 4 Zakonczenie 10 oo

Reakcje prowadzono zuzyciem Polimerazy Taq (Sigma lub Fermentas). Skiad

mieszaniny reakcyjne;j:
Sktadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe Objetos¢ na probe [ul]

Tag Bufor 10x 1
Starter F 10 uM 0,2
Starter R 10 uM 0,2
dNTP (mieszanina) 10 mM 0,2
MgCl, 25mM 2,5
dH,0 - 5,52
Taq DNA Polimeraza 5U/ul 0,08

DNA 25ng/ul 2

Wielkos¢ produktow PCR sprawdzano poprzez elektroforeze w 1,8% zelu

agarozowym z dodatkiem bromku etydyny, w buforze 1x TBE.

5.3.2. Oczyszczanie produktow PCR i reakcja sekwencjonowania

Produkty PCR oczyszczono przy uzyciu gotowego zastawoéw odczynnikdéw:
ExoSAP-IT reagent (USB Corporation, Cleveland, OH, USA). Mieszaning reakcyjna
przygotowano na lodzie, dodajac 1,8 pl odczynnika do 5 pl produktu PCR. Mieszaning
inkubowano 15 minut w 37°C anastgpnie 15 minut w 85°C. Po zakonczeniu
mieszaning rozcienczano dodajac 50 pl wody dejonizowanej 1 przechowywano

w temperaturze -20°C.
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Sekwencjonowanie prowadzono przy wykorzystaniu BigDye Terminator v3.1
Cycle Segencing Kit (Applied Biosystems, USA). Warunki reakcji oraz sktad

mieszaniny reakcyjnej przedstawiono ponizej:

Etap reakgji Temperatura [°C] Czas
Cykl 1 Aktywacja polimerazy 96 2 minuty
Denaturacja 96 10 sekund
Cykl 2(26x) Przytaczanie starterow 50 5sekund
Wydtuzanie tancucha 60 4 minuty
Cykl 3 Zakonczenie 10 oo

Sktad mieszaniny reakcyjnej:

Sktadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe Objetos¢ na probe [ul]
Bufor 5x 2
Starter 10pM 1
BigDye - 0,4
dH,0 - 51
Produkt PCR po oczyszczeniu, rozcienczony 10x - 1,5

Po zakofczeniu reakcji, produkt oczyszczono, dodajac do kazdej probowki 2,5 pul
125 mM EDTA oraz 30 pl 96% alkoholu etylowego. Proby intensywnie mieszano
anastgpnie inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
wirowano (30 minut, 3000 g, +4°C), poprzez odwrocenie probowek usuwano
supernatant 1 wirowano w pozycji odwrdconej w temperaturze +4°C (czas wirowania -
do osiagnigcia przez wirdwke predkosci rownej 180 g). Osad przemyto 70% alkoholem
etylowym o temperaturze pokojowej 1 wirowano (15 minut, 1600 g, +4°C). Poprzez
odwrdcenie probowek usuwano supernatant, wirowano w pozycji odwrdconej przez
minut¢ od momentu uzyskania przez wirowke predkosci réwnej 180 g (temperatura
wirowania: +4°C). Po 2 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej do kazdej
zpréb dodano 12 pl formamidu, uprzednio mocno mieszanego i wirowanego.
Rozdziatu uzyskanych produktéw oraz ich odczytu dokonano przy wykorzystaniu

sekwenatora ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
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5.3.3. Analiza wynikow

Uzyskane odczyty sekwencji DNA analizowano przy wykorzystaniu bezplatnej
wersji testowej oprogramowania CodonCode Aligner. Sekwencje referencyjna uzyta do
analizy stanowita sekwencja NC 000010.10 (GRCh37/hgl19). Wykonano analiz¢
statystyczna (test U Manna-Whitney’a) w celu poréwnania poziomu ekspresji genu
CDK1 (wyniki PCR w czasie rzeczywistym) w liniach komoérkowych rézniacych si¢
wariantem polimorfizmu: genotyp homozygotyczny allelu macierzystego (ang.
ancestral allele) danego polimorfizmu versus grupa zlozona z heterozygot i genotypu
homozygotycznego allelu pochodnego polimorfizmu. Wyniki uznano za istotne, jesli
p<0,05.

Czgstosci genotypow 1 alleli zidentyfikowanych polimorfizméw w analizowanych
liniach komérkowych LSCC zostaty poréwnane z czgsto§ciami zmian w populacjach
finskiej (ze wzgledu na fakt, iz pacjenci, od ktorych zostaly wyprowadzone linie
komorkowe pochodzili z Finlandii) 1 europejskiej z wykorzystaniem danych dostgpnych
w bazie 1000 Genomes (1000 Genomes Project Phase 3). Aby porownaé rozktad
genotypoéw (genotyp homozygotyczny allelu macierzystego versus grupa zlozona
z heterozygot 1 homozygot o genotypie pochodnym) 1ialleli zidentyfikowanych
polimorfizméw w badanej grupie linii komdrkowych LSCC zpopulacja finska

i europejska wykorzystano test chi kwadrat ().

5.4. Wyciszanie genu CDK]I poprzez interferencj¢ RNA (RNAI) oraz

potwierdzanie skutecznosci wyciszenia genu

Zjawisko interferencji RNA (RNAi) stanowi komoérkowy mechanizm obronny
przeciwko obcemu (np. wirusowemu) dwuniciowemu RNA trafiajacego do komorek.
Taka czasteczka jest cigta przez enzym o aktywnosci RNAzy - DICER na odcinki
dtugosci 20 - 25 nt - siRNA (ang. small interfering RNA). Fragmenty te wiazane sa
przez biatkowy kompleks o aktywnosci endonukleazy - RISC (ang. RNA-Induced
Silencing Complex). Nici RNA rozdzielaja si¢ 1 kierowane sa do docelowego mRNA.
Warunkiem utworzenia kompleksu siRNA z mRNA jest catkowita komplementarnos¢

zasad obu czasteczek. Po zwiazaniu aktywowany zostaje enzym AGO (Argonauta,
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Slicer) zlokalizowany w obrebie kompleksu RISC, bedacy RNAza H. Ma on zdolnos¢

cigcia i degradowania zwigzanych z siRNA czasteczek mRNA genu docelowego.

5.4.1. Wyciszanie genu CDKI w liniach komérkowych LSCC

Aby przeanalizowac¢ rolg jaka pelni gen CDK/ w komorkach ptaskonabtonkowego
raka krtani, trzy linie komérkowe poddano wyciszaniu genu z zastosowaniem zjawiska
interferencji RNA. Wykorzystano technike oparta o przejsciowa transfekcje komorek
zuzyciem siRNA. W technice tej stosuje si¢ krotkie czasteczki interferujacego RNA
wprowadzane do komorek za pomoca liposomoéw badz tez elektroporacje.

Linie komérkowe LSCC wybrane do wyciszania genu CDKI wytypowane zostaly
na podstawie wynikow analizy ekspresji gendéw metoda RT-qPCR 1 warto$ci odcigcia
wyznaczonej na podstawie wynikow dla grupy nienowotworowych préb kontrolnych
przyjetej jako podwyzszony poziom ekspresji genu. W linii UT-SCC-107 obserwowano
podwyzszenie ekspresji genu, natomiast w linii UT-SCC-34 poziom ekspresji nie
przekraczal warto$ci odcigcia. Dla linii UT-SCC-106A poziom ekspresji genu byt
drugim z najnizszych ze wszystkich badanych linii komérkowych. Nizszy poziom
ekspresji obserwowany byt w linii komdrkowej UT-SCC-23, jednak nie byta ona
dostgpna do badan w czasie, gdy byty one wykonywane. Co istotne, we wszystkich
liniach komorkowych ekspresja genu CDKI byla podwyzszona w stosunku do
nienowotworowej krtani.

Wyciszanie genu przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnie dostg¢pnego
zestawu oligonukleotydow (Trilencer-27 Human siRNA, OriGene, numer SR300701).
W sktad zestawu wchodza trzy 27-nukleotydowe dupleksy siRNA wyciszajace gen oraz
kontrola negatywna: 27 - nukleotydowy dupleks siRNA o sekwencji
niekomplementarnej do znanych sekwencji genéw ludzkich, kazdy w ilo$ci 2 nmoli.
Sekwencje oligonukleotydow stanowia tajemnic¢ handlowa inie sa udostgpniane.
Ponizej przedstawiono udostgpnione sekwencje siRNA wyciszajace gen CDKI
(SR300701 A - C, Origene, oznaczone w pracy odpowiednio: siRNA-A, -B i -C) oraz
kontroli negatywnej (Trilencer-27 Universal Scrambled Negative Control siRNA
Duplex, Origene, numerSR30004, oznaczonej w pracy jako siRNA-N).

W sekwencjach nieudostepniane nukleotydy oznaczono jako ,,r”*:
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siIRNA-A: rGrGrArArCrUrUrCrGrUrCrArUrCrCrArArArUrArUrArGTC
siRNA-B: rGrArCrUrArArCrUrArUrGrGrArArGrArUrUrArUrArCrCAA
SiIRNA-C: rArCrUrArCrArGrGrUrCrArArGrUrGrGrUrArGrCrCrArUGA

siRNA-N: cata sekwencja stanowi tajemnice handlowa

W dalszej czesci pracy dupleksy siRNA wyciszajace gen CDKI okreslane beda
jako siRNA-A, -B, -C natomiast dupleks kontrolny jako siRNA-N.

Wykorzystane dupleksy siRNA zostaty przygotowane zgodnie ze wskazoéwkami
producenta. Kazdy zduplekséw zawieszono w buforze wolnym od RNAz
(dostarczonego przez producenta) w ilosci odpowiednio: 100 pul do dupleksow siRNA
wyciszajacych CDKI oraz 50 pl do dupleksu siRNA kontrolnego, uzyskujac stgzenie
20 uM. Mieszaniny inkubowano w 94°C przez 2 minuty. Po wystudzeniu przygotowano
roztwor 5 uM, stanowiacy roztwor bezposrednio wykorzystywany do analiz. Roztwory
przechowywano w temperaturze -20°C.

Transfekcj¢ komodrek wykonano z uzyciem odczynnika do transfekcji - JetPrime
(PolyPlus Transfection) zgodnie z zaleceniami producenta. Komoérki hodowano na
ptytkach 48- lub 24- dotkowych, w zalezno$ci od prowadzonego badania. Konfluencja

komoérek w momencie transfekcji wynosita 40 - 60%. W tabeli ponizej zebrano warunki

transfekc;ji:
Liczba komaérek
. B poszcze’golnych linii Objetosc Objetosé Objetosé Obje.tosc
Wielkos¢ komaérkowych buforu . medium
. . dupleksu odczynnika
ptytki nanoszonych do JetPrime na SIRNA [u] JetPrime [ul] hodowlanego
dotka na dzieri przed | 1 dofek [pl] H W1 na 1 dotek ]
transfekcja [x1000]
UT-SCC-107: 40
48 -
UT-SCC-34: 40 24,4 0,6 [10nM] 1 250
dotkowa
UT-SCC-106A: 50
UT-SCC-107: 80
24 -
UT-SCC-34: 80 48,8 1,2 [10nM] 2 500
dotkowa
UT-SCC-106A: 80

Aby oceni¢ poziom wyciszenia genu, wykonano PCR w czasie rzeczywistym (RT-
qPCR) oraz Western blot. Izolacj¢ RNA przeprowadzono po 24 godzinach, natomiast
izolacje biatek po 48 godzinach od transfekcji. Izolacje RNA przeprowadzono w sposdb
analogiczny do opisanego w rozdziale Metody (podrozdziat 1.4.1.) uzywajac 0,5 ml

Trizolu na kazdy dotek. Odwrotna transkrypcj¢ wykonano z uzyciem Maxima First
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Strand ¢cDNA z DNAza (Thermo Scientific) wykorzystujac 0,25 ug RNA do reakc;ji.
PCR w czasie rzeczywistym wykonany zostal analogicznie do opisanego w rozdziale
Metody (podrozdzial 2.2.) z GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase)
1 ACTB (Actin-B) uzytymi jako geny referencyjne. Sekwencje starteréw znajduja sig
w Tabeli 5.

Tabela 5. Sekwencje starteréw wykorzystanych w reakcji PCR w czasie rzeczywistym. F -
starter F (ang. Forward); R - starter R (ang. Reverse).

Dlugosé Ti'z‘":e:::::: Wydajnosé
Gen Sekwencje starterow 5' - 3' amplikonu Przyla , reakcji PCR
[bp] starterow (%]
[°c]
CDK1 F: CAGACTAGAAAGTGAAGAGGAAGG
191 55 100
NM_001170406 R: ACTGACCAGGAGGGATAGAATC
GAPDH F: GTCGGAGTCAACGGATT
220 55 96
NM_002046 R: CCTGGAAGATGGTGATGG
ACTB F: CACCACACCTTCTACAATG
162 55 100
NM_001101 R: TAGCACAGCCTGGATAG
Sktad mieszaniny reakcyjnej:
Sktadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe  Objetos¢ na probe [ul]
HOT FIREPol®EvaGreen®qPCR Mix Plus 5x 2
Starter F 50 uM 0,04
Starter R 50 uM 0,04
H,0 - 6,96
cDNA - 1

Biatka izolowano w sposob przedstawiony w rozdziale Metody (podrozdziat 1.5.1.)
zniewielka modyfikacja. Komorki rosnace w naczyniu przeptukano dwukrotnie
zimnym PBS a nastgpnie wykonano liz¢ komorek z uzyciem buforu NP-40 z dodatkiem
inhibitora proteaz (20 pl buforu/dotek) bez uprzedniego uwalniania ich z powierzchni
naczynia. Pozwolilo to na zminimalizowanie strat w liczbie komorek w trakcie
kolejnych ptukan. Dalsza izolacja biatek oraz pomiar stgzenia biatek wykonano wg
opisanego wczesnie] protokotu. Wykonano analiz¢ Western blot wedtug warunkow

przedstawionych w rozdziale Metody (podrozdziat 5.1) niniejszej pracy nanoszac 10 pg
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biatka na kazda $ciezkg Zelu poliakrylamidowego. Uzyto przeciwciata anty-CDKI,
skierowanego przeciwko koncowi C biatka (Abcam, ab7953).

Dla kazdego z uzytych dupleksow siRNA ustalono wyrazony w procentach poziom
uzyskiwanego wyciszenia genu CDK/ przyjmujac poziom ekspresji genu (zard6wno na
poziomie mRNA jak i biatka) w linii transfekowanej kontrolnym dupleksem siRNA
jako 100% ekspresji genu.

Do dalszych analiz wybrano dupleksy siRNA, dla ktérej poziom wyciszenia genu
CDK1 w liniach komoérkowych byt najwyzszy - uzyskano niski poziom ekspresji genu
w analizie RT-qPCR iniski poziom akumulacji biatka (Western blot). Poziom

obnizenia ekspresji genu jaki uznano za jego skuteczne wyciszenie to 50%.

Aby oceni¢ czas trwania wyciszenia genu, wykonano transfekcje komorek
wybranym dupleksem siRNA, a nastepnie izolowano RNA oraz biatko po 24, 48, 72
godzinach od transfekcji. Wykonano odwrotng transkrypcjg, RT-qPCR oraz Western
blot w sposdb przedstawiony w rozdziale Metody (podrozdzialy 2.2 15.1.) Etap ten

stanowil potwierdzenie stabilno$ci wyciszenia genu w okre§lonym czasie.

5.4.2. Analiza skutkéw wyciszenia genu CDK1 w liniach komoérkowych

plaskonablonkowego raka krtani

5.4.2.1. Mikromacierze ekspresyjne i analiza zmian ekspresji genow

zaleznych od CDK1

W celu analizy globalnego wplywu wyciszenia genu CDKI na ekspresj¢ innych
gendw w liniach komorkowych ptaskonablonkowego raka krtani przeprowadzono
eksperyment z wykorzystaniem ekspresyjnych mikromacierzy Affymetrix GeneChip
Human Genome U133 Plus 2.0 Array. W tym celu probki zawierajace minimum
1000 ng calkowitego RNA przekazano do firmy Atlas Biolabs (Berlin, Niemcy). Do
analizy uzyto RNA uzyskanego z dwoch linii komérkowych ptaskonablonkowego raka
krtani transfekowanych dupleksem siRNA wyciszajacym CDK/ (UT-SCC-107A 1 UT-
SCC-34A) oraz linii komorkowych poddanych dzialaniu kontrolnego dupleksu siRNA
(odpowiednio UT-SCC-107N 1 UT-SCC-34N). Hodowle po transfekcji prowadzono
przez 48 godzin. Dla kazdej zlinii komoérkowych, poziom wyciszenia genu CDK]/

zostal potwierdzony poprzez PCR w czasie rzeczywistym i Western blot (w sposob
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opisany w rozdziale Metody, podrozdzialy odpowiednio: 2.2. i5.1). Wstgpna analiza
statystyczna wykonana zostata przez firm¢ Atlas Biolabs, wyniki uzyskano w postaci
tabel zbiorczych, wykorzystanych w celu przeprowadzenia wlasnych, sprecyzowanych
w konteks$cie CDK/ analiz.

Selekcja gendw potencjalnie zaleznych od CDKI wykonana zostata w dwoch
etapach. Pierwszy opieral si¢ na analizie wynikdw uzyskanych z mikromacierzy
ekspresyjnych z zastosowaniem ponizszych kryteriow:

a. detekcja sygnalu danej pozycji na mikromacierzy opisanej unikalnym
tagiem musi posiadaé istotno$¢ statystyczna (masS-Detection p-value <0.05), co
stanowi potwierdzenie relatywnej ekspresji transkryptu hybrydyzujacego z tym
tagiem na mikromacierzy. Zaréwno analiza statystyczna, jak 1inormalizacja
mikromacierzy z wykorzystaniem metody Mas5 przeprowadzona zostata przez Atlas
Biolabs.

b. Minimum  dwukrotna zmiana poziomu ekspresji  transkryptu
hybrydyzujacego z tagiem w linii z wyciszonym genem CDK/ w odniesieniu do linii
kontrolnej. Zmiana poziomu ekspresji musi by¢ obserwowana w obu analizowanych
liniach komérkowych.

c. Sekwencja tagu dla ktoérego obserwuje si¢ zmiang poziomu ekspresji

musi by¢ zlokalizowana w obrgbie sekwencji genu.

Po wytypowaniu genéw o zmienionym poziomie ekspresji w liniach komoérkowych
LSCC zwyciszonym genem CDKI przeprowadzony zostat drugi etap selekcji.
W oparciu o narzedzia: GO (Gene Ontology), DAVID (The Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery, wersja v6.8) oraz GOrilla (Gene Ontology
enRIchment analysis and visuaLizAtion tool, Updated March 8th 2013)
przeprowadzono analize funkcjonalnej charakterystyki gendw oraz starano si¢ wykry¢
procesy biologiczne w jakie powyzsze geny moga by¢ zaangazowane. Po uzyskaniu
listy domniemanych procesow, zawgzono zbidr wynikowy stosujac nastgpujace
kryteria: odrzucono procesy ze wspotczynnikiem wzbogacenia (ang. enrichment score)
ponizej 1, jak rowniez te, u ktorych warto$¢ statystyki p (p value) oraz wspodlczynnika
FDR (ang. False Discovery Rate, spodziewany odsetek wynikow fatszywie dodatnich)
przekraczata prog 0,05. W celu wytypowania gendéw/bialek wchodzacych w interakcje

zCDK1 oraz wuzyskania danych dotyczacych procesow biologicznych w jakie
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zaangazowane sa analizowane geny skorzystano z bazy danych interakcji biatkowych
STRING (wersja 10.5) [70]-[77].

Jako uzupehienie wynikow przeanalizowano réwniez znane interakcje w jakie
wchodzi gen CDKI. W tym celu skorzystano z bazy danych BioGRID (thebiogrid.org,
stan na dzien 1.12.2017). Wyszukano wszystkie oddzialywania fizyczne oraz
genetyczne znane dla genu CDKI. Uzyskana w ten sposob listg gendw zestawiono
z lista gendw wyselekcjonowanych z mikromacierzy, dla ktorych obserwowano
minimum dwukrotng zmian¢ poziomu ekspresji w liniach komérkowych poddanych
wyciszaniu genu CDK].

Zmiang poziomu ekspresji wytypowanych gendw potwierdzano poprzez PCR
w czasie rzeczywistym. Analizowano te same proby RNA, ktorych uzyto do
przeprowadzenia eksperymentu z wykorzystaniem mikromacierzy ekspresyjnych (linie
komoérkowe UT-SCC-34 1 UT-SCC-107) oraz RNA z linii komérkowej UT-SCC-106A.
RNA izolowano po uplywie 48 godzin od momentu transfekcji. Startery
zaprojektowane zostaly z uzyciem programu Beacon Designer™ 7.5 (PRIMER Biosoft
International) w taki sposob, by amplikony obejmowaty granice pomigdzy dwoma
eksonami, a nastgpnie sprawdzono ich specyficzno$¢ w programie Primer BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Reakcje odwrotnej transkrypcji oraz PCR

w czasie rzeczywistym wykonano i analizowano w sposob opisany w rozdziale Metody
(podrozdziat 2.2.). Geny: GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) oraz
ACTB zostaly wykorzystane jako geny referencyjne. Krotno$¢ zmiany poziomu
ekspresji genow wyliczono jako stosunek poziomu ekspresji obserwowany w linii
komorkowej transfekowanej dupleksem siRNA wyciszajacym CDKI do poziomu
ekspresji genu w linii transfekowanej dupleksem kontrolnym. Jako potwierdzenie
wyniku z mikromacierzy uznano minimum 1,5-krotng zmiang poziomu ekspres;ji.
Wartosci odcigcia wynosity wigc odpowiednio: 0,67 dla obnizenia oraz 1,5 dla

podwyzszenia ekspresji genu. Sekwencje starterow znajduja si¢ w Tabeli 6.
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Tabela 6. Startery wykorzystane w reakcji PCR w czasie rzeczywistym. F - starter F (ang.

Forward), R - starter R (ang. Reverse).

Dtugosc Temperatura .,
. . v . . Wydajnos¢
Gen Sekwencje starteréw 5' - 3 amplikonu przytaczania .. o
<o reakcji PCR [%]
[bp] starteréw [°C]
ACTB F: CACCACACCTTCTACAATG
162 55 100
NM_001101 R: TAGCACAGCCTGGATAG
CALD1 F: CCTCGGGAAGAAGTTTCAGA
127 58 100
NM_004342 R: TGATGTCTGGACAGGTCAGC
CDC42 F: GTGGATAACTCAGCGGTCGT 191 58 90
NM_044472 R: CGATGGTGCTGTTGGTAAAA
CDK6 F: TGGTTTCTCTGTCTGTTCGTG
118 58 100
NM_001259 R: ATGCCGCTCTCCACCAT
DOCK1 F: ATCCAGGAAGTCACCACGAC 158 55 100
XM_017015817 R: TCATCCTGAGGCAGAGTTCC
ERBB2 F: GCCTGTGCCCACTATAAGGA 163 55 85
NM_001289937 R: TGTCATCCAGGTCCACACAG
FYN F: ATTGATAGAAGACA
GGCCCG G GAAGAC 107 58 100
NM_153047 R: ACTTGATTGTGAACCTCCCG
GAPDH F: GTCGGAGTCAACGGATT 220 55 9%
NM_002046 R: CCTGGAAGATGGTGATGG
HELL F: TCCACCTCT:! TGTATT
S GGTCCACCTCTGGCTG 179 58 100
NM_018063 R: AGCCATTGTGAACCGTACAA
HIST1HIC F: ACACCGAAGAAAGCGAAGAA 117 53 99
NM_005319 R: AGCCTTAGCAGCACTTTTGG
HIST1H2BJ F: GCTCGAAAATGTCGTTCACA 173 58 97
NM_021058 R: CAAGAAGGCGGTGACTAAGG
MYBL2 F: TGGATGAGCTGCACTACCAG 132 58 99
NM_002466 R: AGTCCTGCTGTCCAAACTGC
MYO1C F: GCCCTGACACACAGGAAGAT 129 55 97
NM_001080950  R: GACGAGCCAGGTAAAAGTGC
PTK2 F: GGTGCAATGGAGCGAGTATT 202 55 87
NM_001352716 R: AGCCAGTGAACCTCCTCTGA
RUNX1 F: CACTGCCTTTAACCCTCAGC 107 58 100
NM_001001890 R: CAATGGATCCCAGGTATTGG
SHB F: CTGAGTTCTGCGGGATCCTA
178 55 100
NM_003028 R: AGGGAGAGGGAGTAGTCATGC
SMARCA4 F: ACTCCTCGATGTGCTGGAAC 242 58 95
XM_017027168 R: CCGACGACTCAAGAAGGAAG
SMCI1A F: CTTGGTCCTCCTTCAGTTGG 160 58 99
NM_001281463 R: TTTTGTCGGGAGATTGGTGT
TMEMG67 F: AGACTGGCTGTTGGCATCTT 202 58 94
XM_011517363 R: TCTAACTCGGCGCATTTICT
7SC2 F: GGCAAGAGAGTAGAGAGGGACG 116 58 100
XM_017023618 | R: AAGAAGGGGGAATGGTAGAGC
UBE2| F: ATTATCCATCTTCGCCACCA
113 58 100
NM_194261 R: CCTCCAGTCCTTGTCCTCCT
WASF2 F: TCTCTCCCAGTGCCTGTCTT
156 55 94

NM_001201404

R: CTGCAGCATCTTCTCCTTCC
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Kolejnym krokiem byta analiza interakcji biatkowych wcze$niej potwierdzonych
genow z wykorzystaniem bazy danych STRING (string-db.org, ver. 10.5), gdzie za
sredni minimalny wymagany wynik interakcji obrano wartos¢ 0,4. Baza ta korzysta
z informacji zawartych w innych bazach danych takich jak KEGG, Pfam 1 InterPro.
Pozwalaja one na analizg interakcji migdzy biatkami oraz fizycznych oddziatywan
migdzy genami/biatkami. Umozliwia ponadto okreslenie szlakow sygnatowych (ang.
pathways) w komorce dla rozpatrywanego zbioru genow. Dzigki temu, sie¢ zaleznosSci
migdzy biatkami wzbogacona jest o dane funkcjonalne. W analizie uwzgledniono takze
gen CDKI, co pozwolito na oszacowanie podobienstw, atakze korelacji
wyselekcjonowanych genéw/biatek wtasnie z CDKI. Dodatkowo umozliwilo to

wskazanie szlakow sygnalowych w jakich ww. geny wspdtuczestnicza.

5.4.2.2. Testy funkcjonalne - analiza tempa proliferacji i ZzywotnoS$ci

komorek linii komoérkowych z wyciszonym genem CDK1

Aby przeanalizowa¢ skutki wyciszania genu CDKI w liniach komoérkowych
ptaskonabtonkowego raka krtani wykonano analizy funkcjonalne. W badaniach
wykorzystano trzy linie komorkowe LSCC: UT-SCC-34, UT-SCC-106A, UT-SCC-107.
Kazda zlini1 transfekowana byla dupleksami siRNA: wyciszajacym gen CDKI
1 kontrolnym.

5.4.2.2.1. Monitoring przyzyciowy komorek

Do monitorowania tempa proliferacji komorek poddanych wyciszaniu genu CDK/
wykorzystano technik¢ opierajaca si¢ na monitoringu przyzyciowym komorek
z wykorzystaniem systemu do obserwacji komoérek JuliBr (NanoEnTec). System ten
pozwala na ciagta obserwacj¢ komorek z jednoczesnym ich obrazowaniem. Urzadzenie
sprzezone jest z kamera, dzigki czemu obraz jest rejestrowany w postaci zdje¢ oraz
filmow. Stosujac jednoczesnie dwa urzadzenia, mozliwe jest rownolegte monitorowanie
naczyn z komorkami poddanych dziataniu zaré6wno dupleksu siRNA wyciszajacego gen
CDK1 jak i kontrolnego.

Po wykonaniu transfekcji, ptytka 48-dotkowa z komodrkami umieszczona byla na

module obrazujacym uprzednio wstawionym do inkubatora do hodowli komorkowych.
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Monitoring prowadzono przez 72 godziny, wykonujac zdjecie co 30 minut.
Jednocze$nie wyznaczana zostala konfluencja komoérek na kazdym z wykonanych
zdje¢. Dzigki oprogramowaniu zintegrowanemu ze sprzgtem, na jej podstawie
wyznaczona zostata krzywa wzrostu komorek transfekowanych dupleksami siRNA:
wyciszajacym i kontrolnym. Pordwnanie obu krzywych pozwolito na oceng tempa
proliferacji obu analizowanych populacji komorek. Jako tempo proliferacji komoérek
przyjeto roznice w konfluencji komoérek w analizowanym naczyniu po uplywie 72
godzin od transfekcji w odniesieniu do konfluencji obserwowanej w momencie
transfekcji (0 godzin). Réznica w tempie proliferacji komoérek transfekowanych
dupleksem siRNA kontrolnym i wyciszajacym gen CDK/ okre$la zmiang tempa
proliferacji komérek wywotana wyciszeniem genu. Aby potwierdzi¢ wyciszenie genu
CDK1, po zakonczeniu analizy, wykonano izolacj¢ bialek z badanych komorek oraz
przeprowadzono analiz¢g Western blot wedhug procedury opisanej w rozdziale Metody
(podrozdziat 5.1.).

Badanie wykonano w dwodch powtoérzeniach dla kazdej zlinii komoérkowych.
Wyniki analizowano jako $rednia arytmetyczna z odchyleniem standardowym. Istotno$¢
statystyczna oszacowano z uzyciem testu T dla danych sparowanych. Wyniki uznano za

istotne, gdy p<0,05.

5.4.2.2.2. Analiza zywotnosci komorek - test kolorymetryczny (CCK-8)

Druga czg$¢ analizy funkcjonalnej obejmowala przeprowadzenie analizy
zywotno$ci komoérek w oparciu o test kolorymetryczny. Tego typy testy wykorzystuja
wlasciwos$ci zwiazkow chemicznych, zmieniajacych barwe pod wplywem aktywnosci
enzymow wystepujacych w zywych (aktywnych metabolicznie) komorkach. Stopien
zmiany barwy jest proporcjonalny do liczby zywych komoérek. Do badan wykorzystano
test Cell - Counting Kit 8 (CCKS, Sigma Aldrich). Wykorzystuje on rozpuszczalna
w wodzie sOl tetrazolowa - WST-8. Pod wptywem aktywno$ci dehydrogenaz
komoérkowych jest on redukowany do rozpuszczalnego w medium hodowlanym
formazanu o z6ttym zabarwieniu. Zwiazek ten nie jest toksyczny dla komorek.

W celu przeprowadzenia analizy komorki umieszczono na ptytce 48-dotkowe;j
anastgpnie  przeprowadzono transfekcje¢  dupleksami  siRNA:  wyciszajacym
1 kontrolnym. Po uptywie odpowiednio 24, 48 172 godzin do komorek dodawano

swieze medium hodowlane (200 pl) oraz 20 pl odczynnika CCK-8. Przeprowadzono 2-
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godzinng inkubacj¢ w inkubatorze hodowlanym (w ciemnos$ci). Nastgpnie medium
przenoszono na ptytke 96-dotkowa 1dokonywano odczynu kolorymetrycznego
z uzyciem GloMax®-Multi Detection System (Promega) przy dlugosci fali 450 nm.

Na podstawie uzyskanych wynikow absorbancji wyliczono zywotno$¢ komorek wg

ponizszego rownania:

. .. absorbancja kamorek poddanych wyciszaniu
zywotnosé (%] = , - x 100
absorbancja komorek kontrolnych

Po inkubacji przez 24 oraz 48 godzin od transfekcji, komorki pozostajace na ptytce
po zebraniu medium w celu dokonania odczytu byly przemywane dwukrotnie jalowym
PBS anastgpnie dodawano do dotka 250 pl S$wiezego medium hodowlanego
1 kontynuowano hodowlg. Po inkubacji 72-godzinnej, po dwukrotnym przemyciu
dotkéw PBS, wykonano izolacj¢ biatek a nastgpnie analizg Western blot w sposob
opisany w rozdziale Metody (podrozdziat 5.1.)

Dla kazdej z linii komorkowych wykonano trzy powtérzenia. Wyniki analizowano
jako $rednig arytmetyczna z odchyleniem standardowym. Istotno$¢ statystyczna
oszacowano z uzyciem testu T dla danych sparowanych. Wyniki uznano za istotnie, gdy

p<0,05.

6. Dodatkowe analizy dla wytypowanego potencjalnego genu supresji

nowotworowej - CEACAMG6

6.1. Hamowanie metylacji DNA w liniach komorkowych plaskonablonkowego

raka krtani

Aby potwierdzi¢ wplyw metylacji DNA na poziom ekspresji genu CEACAMG,
dwie linie komorkowe poddane =zostaly dziataniu Decytabiny (5-Aza-2’-
deoksycytydyna, DAC). Zwiazek ten jest inhibitorem metylotransferazy DNA
(DNMT) - enzymu odpowiedzialnego za przylaczanie grup metylowych do piatego
wegla w pierScieniu cytozyny w procesie metylacji DNA. Zablokowanie aktywno$ci
enzymu w proliferujacych komérkach powoduje brak lub obnizenie poziomu metylacji
DNA wpowstajacych komorkach, co skutkuje wzrostem ekspresji genow

inaktywowanych poprzez hipermetylacj¢. W niniejszej pracy wykorzystano DNA oraz
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cDNA uzyskane z linii komérkowych - UT-SCC-11 1-29 poddawanych dziataniu DAC
w trakcie realizacji projektu NCN 2012/05/B/NZ2/00870 (kierownik: dr hab. M.
Giefing). Ponizej znajduje si¢ opis procedury zastosowanej do inhibicji metylacji DNA

oraz metod analizy jej skutkow.

6.1.1. Hodowla linii komorkowych w obecnosci decytabiny

Do analiz stosowano decytabing w ste¢zeniu wyjsciowym 50 mg/ml (219 mM)
zawieszona w 50% kwasie octowym. Dla kazdej z linii przeprowadzono optymalizacj¢
warunkéw doswiadczenia, ustalajac takie st¢zenie DAC, przy ktorym obserwowano
skuteczno$¢ dziatania zjednoczesna niska $miertelnoscia komoérek. Dla obu
analizowanych linii, komoérki poddawane byty dziataniu DAC w stgzeniu 0,1 pM oraz
0,3 uM. Jako probg kontrolng stosowano komorki inkubowane w identycznych
warunkach, dla ktéorych do medium hodowlanego dodano 50% kwas octowy
w objetosci identycznej do dodawanego roztworu DAC. Dodatkowa probe kontrolna
stanowily linie komdrkowe, hodowane w takich samych warunkach w standardowym
medium hodowlanym (tzw. ,,mock”).

Hodowle linii komdrkowych prowadzono w standardowym medium hodowlanym
1 warunkach opisanych w rozdziale Meftody (podrozdziat 1.). Hodowle prowadzono na
ptytkach 6-dotkowych, wykorzystujac po 6 dotkow na kazde uzyte st¢zenie DAC oraz
odpowiadajaca mu probg kontrolna, z ktérych 3 przeznaczone byty do izolacji DNA
oraz 3 do izolacji RNA. Do dotka nanoszono komorki w standardowym medium
hodowlanym. Liczba komorek nanoszonych do dotka zostala dobrana tak, by po
uplywie doby konfluencja wynosita 15-20% 1 wynosita odpowiednio: linia UT-SCC-11:
200 tysigcy komorek/dotek 1 UT-SCC-29: 100 tysigcy komorek/dotek.

Po 24-godzinnej inkubacji wcelu adhezji komorek do naczynia, medium
hodowlane zostalo zastapione medium hodowlanym z dodatkiem DAC lub kwasu
octowego (proba kontrolna). Hodowle prowadzono do uzyskania przez linie
komorkowe konfluencji ok. 80%, czyli 96 godzin (UT-SCC-11) lub 72 godziny (UT-
SCC-29), zmieniajac co 24 godziny medium hodowlane. Roztwor DAC oraz 50%
kwasu octowego przygotowywany byt bezposrednio przed dodaniem do komorek. Po
zakonczeniu hodowli, DNA oraz RNA izolowano technikami opisanymi w rozdziale

Metody (podrozdziaty 1.3.1 1.4.).
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6.1.2. Analiza zmian w poziomie metylacji DNA regionu promotorowego genu

CEACAMG6

W celu oceny poziomu metylacji DNA regionu promotorowego genu CEACAM6
wykonano reakcj¢ pirosekwencjonowania. DNA zostalo oczyszczone a nastgpnie
poddane konwersji wodorosiarczanem IV sodu z uzyciem zestawu odczynnikéw EZ
DNA  Methylation-Gold Kit (Zymo Research, Irvine, USA). Reakcja
pirosekwencjonowania zostata przeprowadzona identycznie jak opisano w rozdziale
Metody (podrozdziat 4.2.) zwykorzystaniem starterow dla genu CEACAMG6
wymienionych w Tabeli 3. Ze wzgl¢du na problemy techniczne, analizie poddano dwa
dinukleotydy CG, reakcja powtdrzona zostata dwukrotnie. Dodatkowo, w celu
oszacowania globalnych zmian poziomu metylacji DNA, przeanalizowany zostal
poziom metylacji sekwencji LINE-1 (L1, Long Interspersed Nucleotide Element 1).
Reakcja zostata wykonana w trzech powtdrzeniach, analizowano cztery dinukleotydy
CG. Sekwencje uzytych starterow oraz warunkow reakcji umieszczono w Tabeli 3.

Catkowite RNA (1 pg) wyizolowane zlinii komodrkowych hodowanych
w obecnosci DAC oraz linii kontrolnych (inkubowanych z kwasem octowym oraz bez
dodatkowych czynnikdéw) zostalo poddane odwrotnej transkrypcji z uzyciem Maxima
First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, USA). Reakcja PCR w czasie
rzeczywistym zostala przeprowadzona wedlug opisu przedstawionego w rozdziale
Metody (podrozdziat 2.2.) z wykorzystaniem GAPDH jako genu referencyjnego.
Reakcje wykonano w trzech powtorzeniach. Zmiang poziomu ekspresji genu
CEACAMG6 wyliczono jako iloraz sredniej ekspresji genu w komorkach indukowanych

DAC oraz kontrolnych - hodowanych w obecnosci kwasu octowego.
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WYNIKI

1. Selekcja genéw oraz analiza poziomu ekspresji genow przy wykorzystaniu

mikromacierzy

W pierwszym etapie badan przeanalizowano wyniki uzyskane dla 11 linii
komoérkowych LSCC z wykorzystaniem mikromacierzy ekspresyjnych. Poszczegdlne
tagi zlokalizowane na mikromacierzy przypisano do konkretnych gendéw. Nastgpnie
wytypowano geny, dla ktorych obserwowano istotny statystyczne spadek lub wzrost
poziomu ekspresji we wszystkich liniach komoérkowych wzgledem minimum dwoch
prob kontrolnych. Wybrano tylko takie geny, dla ktérych we wszystkich tagach
obserwowano istotng zmiang poziomu ekspresji. W ten sposéb wybrano 359 gendéw, do
ktorych przypisanych bylo 448 tagow. Dla 237 gendw obserwowano spadek poziomu
ekspresji, dla pozostatych 122 - wzrost. Wykorzystujac baz¢ danych Genome Browser
w celu potwierdzenia braku zmian liczby kopii genu (CNV) do kolejnego etapu selekcji
wytypowano 31 gendéw o podwyzszonym oraz 17 o obnizonym poziomie ekspres;ji.
Ostatecznej selekcji 10 genow dokonano na podstawie danych literaturowych, skupiajac
si¢ na funkcji pelnionej przez dany gen oraz braku doniesien o jego udziale w rozwoju
raka krtani oraz. Schemat na Rycinie 3 przedstawia poszczegolne etapy selekcji tagow
1 genow do analizy.

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w toku wykonywania pracy informacje zawarte
w bazie danych ulegly zmianie i aktualnie dla czeSci z genow dostgpne sa dane
dotyczace zmiany liczby kopii. Pojawily sie¢ takze publikacje dotyczace udzialu
wybranych genow, np. SFRP2 1 CEACAMG6 w nowotworach glowy i szyi, w tym w raku
krtani [78], [79].

Sposréd 10 wybranych do analizy genow, dla 6: ATAD2, CDKI, NETO?2,
LAPTM4B, SERPINHI, SNAI2 obserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu
ekspresji. Poziom ekspresji kolejnych 4 genéw: CEACAM6, CLCA4, FUT3, SFRP2 byt
istotnie  obnizony (Rycina 4). Dla wszystkich tagéow przypisanych do
gendw o podwyzszonym poziomie ekspresji parametr Sygnal Detekcji ustalony na
podstawie danych z mikromacierzy wskazywal obecno$¢ transkryptéw w liniach
komoérkowych LSCC, natomiast dla gendw o obnizonym poziomie ekspres;ji transkrypt

wykrywany byl w probach kontrolnych (detekcja sygnatu okres$lona jako obecna).
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Swiadczy to o wystepowaniu ekspresji genow ATAD2, CDKI, NETO2, LAPTM4B,
SNAI2, SERPINHI w liniach komérkowych LSCC i genow CEACAMG6, CLCA4, FUT3,
SFRP2 w prébach kontrolnych.

54675 tagow
Zmiana we wszystkich liniach
komérkowych wzgledem min. 2
kontroli
448 tagow
359 gendw
obnizenie wzrost
poziomu ekspresji poziomu ekspresji
237 gendw 122 geny
l Brak CNV l
31 genow 17 gendw
l Dane literaturowe l
4 geny 6 gendw

Rycina 3. Schemat przedstawiajacy poszczegdlne etapy selekcji genow do analizy w niniejszej
pracy. Punkt wyjscia stanowily wyniki analizy ekspresji genéw zuzyciem mikromacierzy
ekspresyjnej Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix).

Opierajac si¢ na wynikach z mikromacierzy wykonanej z wykorzystaniem guzow
pobranych w trakcie laryngektomii przeanalizowano poziom ekspresji wybranych
gendw w materiale klinicznym. Wykazano wzrost poziomu ekspresji gendw we

wszystkich 5 wycinkach dla genow CDKI, LAPTM4B, NETO2, SERPINHI, SNAI2
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oraz w 4/5 wycinkow dla genu A74AD2. Obnizenie ekspresji gendow CEACAM6, CLCA4
1 FUT3 obserwowano w 4/5 a genu SFRP2 w 3/5 probek wykorzystanych do analizy
(Rycina 5).

Wyniki uzyskane dla linii komorkowych ptaskonabtonkowego raka krtani oraz
probek pochodzacych z wycinkéw guza pierwotnego wskazuja na istotna zmiang
poziomu ekspresji analizowanych gendéw: ATAD2, CDKI, CEACAM6, CLCA4, FUT3,
LAPTM4B, NETOZ2, SERPINHI, SFRP2, SNAI2, w ptaskonabtonkowym raku krtani.
Szczegdtowe wyniki przedstawiono w Tabelach Z6 1 Z7 (Zatacznik).
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Rycina 4. Poziom ekspresji analizowanych gendéw (mikromacierze ekspresyjne) w liniach komoérkowych LSCC (szare stupki) w odniesieniu do
nienowotworowych prob kontrolnych (czarne stupki, kolejno: RNA z prawidtowej krtani, nabtonka oskrzeli, nabtonka krtani). Panel gorny pokazuje geny, dla
ktorych ekspresja genéw w liniach komorkowych byta podwyzszona w stosunku do grupy kontrolnej; panel dolny - geny o obnizonej ekspresji w liniach
komoérkowych w odniesieniu do grupy kontrolnej. Surowe wyniki z mikomacierzy zostaly znormalizowane przy pomocy funkcji logarytmicznej o podstawie
10.
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2. Odwrotna transkrypcja i PCR w czasie rzeczywistym (RT-qPCR)

Reakcj¢ odwrotnej transkrypcji wykonano z wykorzystaniem RNA wyizolowanego
z 25 linii komorkowych ptaskonabtonkowego raka krtani oraz 3 kontrolnych prob RNA
uzyskanych z nienowotworowych tkanek lub komoérek z obrebu glowy i szyi: catkowitej
krtani, nabtonka oskrzeli i nabtonka tchawicy.

Wyniki uzyskane z zastosowaniem PCR w czasie rzeczywistym byly zbiezne
z wynikami z mikromacierzy w przypadku 7 gendéw. W oparciu o wartosci odcigcia
wyznaczone na podstawie wynikéw dla prob kontrolnych (sposob ustalenia wartosci
odcigcia przedstawiono w rozdziale Metody (podrozdziat 2.2.3.), zaobserwowano
wzrost poziomu ekspresji genow LAPTM4B (w 18/25 linii komorkowych),
ATAD?2 (14/25), CDKI1 (9/25) oraz SERPINHI (1/25) a takze obnizenie poziomu
ekspresji genow CLCA4 (22/25), FUT3 (18/25) oraz CEACAMG6 (14/25).

Dla genu SFRP2 nie udato si¢ uzyska¢ produktu PCR, pomimo zastosowania trzech
réznych par starterow. Nie udato si¢ przeprowadzi¢ reakcji zarowno z wykorzystaniem
probek pochodzacych zlinii komoérkowych jak 1ikontrolnych. Aby potwierdzié
prawidtowa optymalizacj¢ warunkow reakcji, wykonana zostala dodatkowa analiza
z wykorzystaniem prob RNA pochodzacych spoza grupy materiatu wykorzystanego do
pracy. Uzyte zostaty linie komorkowe: HelLa oraz HepaRG a takze limfocyty krwi
obwodowej zdrowej osoby. Produkty PCR uzyskano jedynie w probce uzyskanej
z limfocytow krwi obwodowe;.

Dla dwoch gendw: NETO?2 oraz SNAI2 poziom ekspresji nie przekroczyt wartosci
odcigcia wyznaczonej na podstawie prob kontrolnych. Te geny, dla ktorych wyniki
z mikromacierzy nie zostatly potwierdzone poprzez RT-qPCR, zostaly wylaczone
z dalszej analizy.

Do dalszej analizy wytypowano geny: ATAD2, CDK1, CEACAM6, CLCA4, FUT3,
LAPTM4B oraz SERPINHI. Wyniki z warto$ciami liczbowymi dotyczacymi wzglednej

ekspresji oraz warto$ci odcigcia zebrano w Tabelach Z8 1 Z9 (Zalacznik).
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3. Korelacja poziomu ekspresji genow z parametrami histologiczno-

klinicznymi nowotworu

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Wykazano istotny statystycznie
wzrost poziomu ekspresji genow: LAPTM4B, ATAD2, CDK1 oraz istotne statystycznie
obnizenie poziomu ekspresji genu CLCA4 w liniach komdrkowych w poréwnaniu
z probami kontrolnymi (test U Manna-Whitney’a, p<0,05, Rycina 6, Tabela 6). Poziom
ekspresji  genow FUT3 1 CEACAM6 byt obnizony w liniach komorkowych
wyprowadzonych ze wznow w poréOwnaniu z uzytymi probami kontrolnymi (test U
Manna-Whitney’a, p<0,05, Rycina 6 Tabela 7). Nie zaobserwowano istotnie
zmienionego poziomu ekspresji genu SERPINHI w liniach komdrkowych w stosunku

do grupy kontrolne;j.

Tabela 7. Analiza korelacji poziomu ekspresji analizowanych genow z typem nowotworu krtani
z jakiego zostaly wyprowadzone linie komorkowe. Tabela przedstawia warto$ci poziomdw
istotnosci statystycznej (p). Kolorem czerwonym oznaczono zmiang istotng statystycznie.
Liczebno$¢ grup: Linie komoérkowe ogotem (LSCC): n=25, wtym linie komoérkowe
wyprowadzone z guzéw pierwotnych: n=16 i wzndéw: n =38, proby kontrolne: n=3 (RNA
z nienowotworowej tkanki krtani, nabtonka oskrzeli itchawicy). Linia UT-SCC-6B zostala
wylaczona z tej czgSci analiz - jako jedyna zostata wyprowadzona z przerzutu.

ATAD2 | CDK1 |LAPTM4B |SERPINHI|CEACAM6| CLCA4 | FUT3
LSCCvs 0,001 0,016 0,003 0,070 0,070 0,011 0,119
kontrole
PIETWOINE VS 1 0002 | 0,033 | 0002 | 0064 | 0138 | 0014 | 0303
kontrole
WZNOwy vs 0,024 | 0,024 0,048 0,194 0,048 0,048 | 0,024
kontrole
WENOWYVS 0417 | 0,653 | 0264 | 0291 | 0452 | 0,741 | 0,834
pierwotne
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Rycina 6. Wykresy przedstawiajace poziom ekspresji analizowanych genéw w liniach
komorkowych ptaskonablonkowego raka krtani (RT-qPCR). Wykazano wzrost (A - D) oraz
spadek (E - G) poziomu ekspresji gendw w stosunku do zastosowanych prob kontrolnych (RNA
z nienowotworowej tkanki krtani, nabtonka oskrzeli i tchawicy). Gwiazdka oznaczono zmiang
istotng statystycznie (Test U Manna-Whitney’a, p<0,05). Linia UT-SCC-6B zostata wytaczona
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z tej czeSci analizy, poniewaz jako jedyna zostata wyprowadzona z przerzutu LSCC.
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Przeprowadzono  takze analiz¢ korelacji poziomu ekspresji  gendow
z poszczegdlnymi  stopniami  zaawansowania  choroby (TNM) oraz  stopnia
zroznicowania histologicznego guza (G) a takze czasem przezycia pacjentow. Poniewaz
zadna z analizowanych linii komoérkowej nie zostala wyprowadzona z nowotworu
dajacego przerzuty do odleglych narzadow (M+), parametr ten zostal pominigty
w analizie.

W poréwnaniu do uzytych prob kontrolnych, poziom ekspresji genow LAPTM4B,
ATAD2, CDK]1 jest podwyzszony w odniesieniu do prob kontrolnych zarowno w liniach
komoérkowych LSCC  wyprowadzonych zguzéw T1/T2 jak 1T3/T4, o wysokim
i$rednim stopniu zréznicowania histologicznego (G1 1G2) atakze w liniach
komoérkowych wyprowadzonych z nowotworéw dajacych przerzuty (N+) jak inie
dajacych przerzutoéw (NO). Dodatkowo, podwyzszony poziom ekspresji ATAD2 1 CDK1
obserwowano w guzach stabo zréznicowanych (G3). Nie zaobserwowano istotnych
réznic poréwnujac grupy utworzone na podstawie poszczegdlnych parametrow
wzgledem siebie: T1/2 vs T3/4, NO vs N+ czy G1/2 vs G3 (Tabela 8).

W poréwnaniu do prob kontrolnych, poziom ekspresji genu CLCA4 jest istotnie
obnizony w liniach wyprowadzonych z guzéw T1/T2 oraz guzéw o wysokim i Srednim
stopniu zroznicowania histologicznego atakze guzéw N+ oraz NO. Dodatkowo
wykazano nizszy poziom ekspresji genu CLCA4 w liniach wyprowadzonych z guzow
dajacych przerzuty w porownaniu do linii z guzow, ktére nie tworza przerzutow.
Obnizenie poziomu ekspresji genu CEACAMG6 obserwowano w liniach komorkowych
uzyskanych z guzéw nisko zréznicowanych (G3), wysoko zaawansowanych (T3/T4),
natomiast genu FUT3 w liniach wyprowadzonych z guzéw N+ oraz guzdéw o niskim
stopniu zréznicowania (G3). Poziom ekspresji gendw nie koreluje z czasem przezycia
pacjentow. Dla genu SERPINHI nie zaobserwowano istotnych korelacji pomigdzy
poziomem ekspresji a parametrami histologiczno - klinicznymi (Tabela 8).

Wykazano istotna korelacj¢ poziomu ekspresji gendw: ATAD2, CDKI, CEACAMG,
CLCA4, FUT3, LAPTM4B z parametrami histologiczno-klinicznymi nowotworu, co
moze mie¢ potencjalne zastosowanie diagnostyczne (geny ATAD2, CDKI, CLCA4,
LAPTM4B,) Iub predykcyjne (CEACAM6, CLCA4 oraz FUT3,).
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Tabela 8. Analiza korelacji poziomu ekspresji genow z parametrami histologiczno-klinicznymi
w klasyfikacjach TNM oraz G iczasem przezycia pacjentow. Tabela przedstawia warto$ci
istotnosci statystycznej (p). Kolorem czerwonym zaznaczono zmiany istotne statystycznie (test
U Manna - Whitney’a p<0,05), Wspotczynnik R - poziom korelacji (test Pearsona); p - poziom
istotnosci statystycznej; Liczebno$¢ grup: Linie komoérkowe ogdtem (LSCC): n = 25, kontrole:
n=3 (RNA znienowotworowej tkanki krtani, nabtonka oskrzeli itchawicy); T1/2: n=15,
T3/4:n=10,NO:n=19, N+:n=6, G1/2: n=20, G3: n=5.

| ATAD2 | CDK1 | LAPTM4B | SERPINH1 |CEACAMS | CLCA4 | FUT3

T
T1/2vs T3/4 0,683 | 0,495 0,605 0,723 0,643 0,890 0,643
T1/2 vs kontrole | 0,002 | 0,017 0,010 0,076 0,164 0,005 0,100
T3/4 vs kontrole | 0,014 | 0,049 0,007 0,112 0,049 0,076 0,217
N
NO vs N+ 0,198 | 0,555 0,514 0,400 0,437 0,038 0,156
NO vs kontrole 0,003 0,021 0,005 0,069 0,069 0,021 0,226
N+ vs kontrole 0,024 | 0,048 0,024 0,167 0,262 0,028 0,024
G
G1/2vs G3 0,974 | 0,869 0,668 0,243 0,060 0,518 0,129
G1/2 vs kontrole | 0,002 | 0,026 0,001 0,094 0,139 0,008 0,196
G3 vs kontrole 0,036 | 0,036 0,143 0,071 0,036 0,134 0,036
Czas przezycia
LSCC R -0,18 0,10 -0,14 0,05 0,10 0,19 0,28
v:lu 0,385 | 0,634 0,513 0,831 0,647 0,370 0,182
e
4. Analiza mechanizmow prowadzacych do obserwowanych zmian w ekspresji

genow

4.1. Analiza liczby kopii genu - Porownawcza Hybrydyzacja Genomowa do

mikromacierzy - array-CGH

Lokalizacje kazdego z analizowanych genoéw, dla ktorych potwierdzono zmiang
poziomu ekspresji okreSlono na podstawie bazy danych Genome Browser

(http://genome.ucsc.edu; NCBI36/hgl8). Nastepnie, na tej podstawie przeanalizowano

srednia warto$¢ wspotczynnika log2ratio dla poszczegdlnych regionow DNA
obejmujacych analizowane geny.

Wykazano nieznaczne obnizenie liczby kopii DNA dla genu CEACAM6 w linii
komorkowej UT-SCC-22 ($rednie log2ratio =-0,52) FUT3 w UT-SCC-34 ($rednie
log2ratio =-0,67) oraz CLCA4 w UT-SCC-11 ($rednie log2ratio =-0,52). Dla
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pozostatych gendéw nie zaobserwowano zmian w liczbie kopii DNA w badanych liniach
komoérkowych.

Wartosci $redniego log2ratio dla regiondéw, w ktorych zlokalizowane sa
poszczegbdlne geny przedstawione sa w Tabeli 9. Szczegdlowe dane znajduja si¢ Tabeli

710 (Zatacznik) niniejszej pracy.

Tabela 9. Srednie wartoci log2ratio dla regiondéw, w ktorych zlokalizowane sa badane geny.
Kolorem czerwonym zaznaczono geny o zmienionej liczbie kopii DNA w liniach komérkowych
LSCC.

Pozycja UT- UT- UT- UT- UT- UT- UT- UT- UT- UT- UT- UT- uUT-
genomowa SCC- | SCC- | SCC- | SCC- | SCC- | SCC- | SCC- | sCC- | sCC- | sCC- | sCC- | sCC- | sCC-
(GRCh37/hg19) | 106A | 107 11 116 | 198 22 29 34 57 6A 35 38 42B

chr8:124,401,272

ATAD2 124,477,886 0,12 | 0,09 | 0,40 | 0,34 | 0,11 | 0,36 | -0,01 | 0,15 | 0,01 | 0,14 | 0,14 | 0,14 | 0,14
chr10:62,209,905

CDK1 62,223,930 0,12 | -0,03 | -0,20 | 0,00 | -0,15| -0,13 | -0,04 | 0,15 | -0,01 | -0,01 | -0,01 | -0,01 | -0,01
chr8:98,856,985-

LAPTM4B 98,934,006 019019 | 042 | 041|019 | 046 |-0,01| 0,40 | 0,13 | 0,11 | 0,11 | 0,11 | 0,11
SERPINH | chr11:74,950,818

1 74,961,494 0,09 | -0,23 | 0,16 | 0,02 | 0,05 | -0,38 | 0,17 | 0,10 | 0,31 | -0,05 | 0,04 | 0,15 | 0,18

CEACAM6 chrl9:46,951,341 -0,07 | -0,16 | 0,05 | 0,03 | 0,01 |-0,52 | 0,01 | 0,27 | 0,32 | -0,01 | -0,08 | -0,03 | -0,08

-46,967,953

chr1:86,785,347-

CLCA4 86,819,020 0,01 | 0,09 | -0,52| 0,01 | 0,01 ]|-0,18 | 0,05 | -0,27 | 0,10 | -0,11 | -0,09 | 0,00 | -0,01

FUT3 chrlSQé?),;iS;§99— -0,30 | -0,14| 0,03 | -0,19 | 0,00 | -0,39 | -0,08 | -0,67 | 0,05 | -0,09 | -0,09 | -0,09 | -0,09

Na podstawie uzyskanych wynikéw, wykluczono zmiang liczby kopii DNA jako
gléwny mechanizm prowadzacy do obserwowanej zmiany poziomu ekspresji genow

badanych w niniejszej pracy.

4.2. Analiza poziomu metylacji DNA regionu promotorowego genu metoda

pirosekwencjonowania

Przeprowadzono analiz¢ poziomu metylacji DNA regionéw promotorowych 7
genow: CDKI, ATAD2, CEACAM6, CLCA4, FUT3, LAPTM4B oraz SERPINHIw
liniach komoérkowych ptaskonabtonkowego raka krtani.

Poziom metylacji DNA genu CEACAM6 w liniach komérkowych LSCC miescit sig
w zakresie 30 -93% ($rednio: 70%), podczas gdy w probach kontrolnych (DNA
z wymazow z jamy ustnej zdrowych dawcow) wynosit pomigdzy 18 a 52% ($rednia:
36%). Warto$¢ odcigcia, powyzej ktorej proby uznawano za hipermetylowane ustalono
na poziomie 74%. Wykazano podwyzszony poziom metylacji DNA regionu

promotorowego genu CEACAM6 w 11/25 (44%) linii komoérkowych (Rycina 7).
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Zmiana ta byla istotna statystycznie (test U Manna-Whitney’a, p = 0,000003).
Jednoczesnie zaobserwowano brak korelacji pomigdzy ekspresja genu CEACAMG6 oraz
poziomem jego metylacji (test korelacji Pearsona, wspoiczynnik korelacji =-0,37,
p=0,07).

W regionach promotorowych genéw: ATAD?2, CDKI, CLCA4, FUT3, LAPTM4B
oraz SERPINHI nie zaobserwowano réznic w poziomie metylacji DNA w liniach
komoérkowych LSCC w odniesieniu do prob kontrolnych (Tabela 10). Poziom metylacji
DNA poszczegolnych gendw w analizowanych liniach komérkowych przedstawiono na
Rycinie Z1 (Zatacznik).

Dodatkowo przeprowadzona zostata analiza poziomu metylacji DNA genu CDKI
z wykorzystaniem prob DNA uzyskanych z guzéw pierwotnych raka krtani (n =41).
Wyniki uzyskane dla genu CDKI wtych probach zbiezne sa z wynikami
obserwowanymi dla linii komérkowych. Sredni poziom metylacji DNA miescit sig
w zakresie 0 - 1% ($rednio: 1).

Uzyskane wyniki wskazuja na hipermetylacj¢ DNA regionu promotorowego genu
CEACAMG jako przyczyng obnizenia jego ekspresji. Jednoczes$nie nie wykazano zmian

poziomu metylacji DNA pozostatych genow.
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Rycina 7. Analiza poziomu metylacji regionu promotorowego genu CEACAM6 w liniach komoérkowych ptaskonabtonkowego raka krtani (UT-SCC) i probach
kontrolnych - wymazach z jamy ustnej (W1 - W10). Poszczegdlne stupki oznaczaja poszczegdlne analizowane dinukloetydy CG. Gwiazdka przy numerze
linii oznacza, ze Srednia warto$¢ metylacji dla analizowanych dinukleotydéw CG przekracza warto$¢ przyjeta jako prog odcigcia wyznaczajacy hipermetylacje
(74%). FM - proba kontrolna: DNA calkowicie zmetylowane, UM - proba kontrolna: DNA niemetylowane.
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Tabela 10. Sredni poziom metylacji DNA regionéw promotorowych poszczegdlnych genow,
obserwowany dla linii komérkowych plaskonabtonkowego raka krtani oraz prob kontrolnych.
Sposéb wyliczenia progéw odcigcia: hipermetylacji i1 hipometylacji przedstawiony zostat
w rozdziale Metody. Jednostka podanych wartosci jest procent. sd - odchylenie standardowe

| ATAD2 | CDK1 | LAPTMA4B | SERPINH1 | CEACAMS | CLCA4 | FUT3

Linie komérkowe LSCC

Min 2 3 4 6 30 80 56
Max 6 7 12 42 93 99 91
Srednia 4 5 7 13 70 94 84
sd 1,08 1,20 2,18 7,81 17,09 5,15 8,04
Kontrole - wymazy z jamy ustnej zdrowych dawcow
Min 3 4 6 6 18 96 77
Max 6 8 12 11 52 98 90
Srednia 4 6 9 9 36 97 84
sd 1,05 1,08 1,79 1,37 11,28 0,42 4,22
Prég odciecia
Hipermetylacja n/a n/a n/a n/a 74 99 98
Hipometylacja 1 2 3 4 n/a n/a n/a

4.3. Analiza zmian sekwencji DNA na podstawie danych dost¢pnych za

posrednictwem bazy danych cBioPortal i COSMIC

Wyniki wlasne uzupetniono o informacje zebrane w bazie danych cBioPortal
(cBioPortal version 1.3.1). Geny analizowano pod wzgledem wystgpowania w nich
zmian liczby kopii oraz mutacji. Na Rycinie 8 przedstawiono zmiany, jakie
zaobserwowano dla kazdego z genow. Grupa badana obejmowata 279 prob pobranych
od pacjentéw z ptaskonabtonkowym nowotworem glowy 1szyi, sposroéd ktorych 72
uzyskano z nowotworu krtani. Dla gendéw, ktorych nadekspresj¢ wykazano zarowno
poprzez mikromacierz jak i PCR w czasie rzeczywistym dominujaca obserwowana
zmiang byto zwigkszenie liczby kopii genu. Wykazano amplifikacje genu ATAD2 u 7
pacjentow w nowotworem krtani co odpowiada 9,7% przypadkow z tym typem
nowotworu (w catej grupie nowotwordw glowy 1 szyi: 25/279 pacjentow, 9%).
Amplifikacje genu LAPTM4B wykazano dla 3 pacjentow z rakiem krtani (4,2%
pacjentow, ogdlnie w grupie HNSCC: 12/279, 4,3% przypadkoéw). Amplifikacja genu
SERPINHI wystepowala u 1/72 pacjentéw z rakiem krtani (1,4%, ogétem w HNSCC:
13/279, 4,3%), natomiast dla genu CDK/ odnotowano amplifikacje u 2/279 pacjentow,

ale u zadnego z nich nie stwierdzono nowotworu krtani.
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Wykazano takze delecje genu FUT3 w dwoch przypadkach (0,7%) analizowanych
w badaniu, jednak zaden z pacjentéw nie chorowat na raka krtani.

Jednoczesnie, w analizowanych genach, wykazano niski procent wyst¢powania
mutacji zmieniajacych sekwencje biatka (typu missense) lub skracajacych produkt
biatkowy. Wystepowanie takich mutacji odnotowano u 0,4 - 1,8% przypadkoéw, co
odpowiada 1 - 5 sposrod 279 badanych pacjentéw (Rycina 8).

W bazie danych COSMIC odnotowano mutacje wystepujace w genach FUT3 oraz
NETO2. W przypadku obu gendéw mutacja byta substytucja zmiany sensu
i wystgpowata u 1 pacjenta; oba geny analizowane byly w26 sposréd 512 prob

zgromadzonych w bazie. Dla pozostatych genéw nie obserwowano zadnych zmian

w sekwencji DNA.
Primary Tumor Site Iy
ATAD? GO LT E
CDK1 0.7% II
LAPTM4B O ({11
SERPINH1 o || L
CEACAMS6 0.4%
CLCA4 1.4% |-
FUT3 1.1% 1]
Genetic Alteration Missense Mutation (unknown significance) ¥ Truncating Mutation (unknown significance) I Amplification I Deep Deletion
No alterations
Primary Tumor Site I Hypopharynx I Larynx I Oral Cavity Oropharynx

Rycina 8. Wyniki analizy przeprowadzonej w oparciu o baz¢ danych cBioPortal. W ramki ujgto
poszczegdlne grupy analizowanych genoéw: Zielona ramka obejmuje geny, dla ktérych
w niniejszej pracy wykazano podwyzszona ekspresj¢; czerwona ramka - geny, dla ktdrych
obserwowano obnizenie poziomu ekspresji. Wartosci procentowe odnosza si¢ do sumy
wszystkich zmian obserwowanych dla danego genu.

Poprzez analizg in silico wykazano potencjalna zmiang liczby kopii DNA genow
ATAD?2 1 LAPTM4B w ptaskonabtonkowym raku krtani. Uzyskanie wyniki nie wskazuja
na obecno$¢ istotnych mutacji aktywujacych lub inaktywujacych geny, mogacych

wptywac na poziom ich ekspres;ji.

5. Analizy genu CDK]I - potencjalnego onkogenu

Do dalszej, szczegdlowe] analizy pod katem charakteru onkogennego

w plaskonabtonkowym raku krtani wytypowano gen CDKI. W wyborze genu
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kierowano si¢ takze danymi literaturowymi, jednoznacznie wskazujacymi na istotng
rolg genu w regulacji i kontroli cyklu komérkowego. Dane wskazujace na potencjalne
zmiany w liczbie kopii genow ATAD2 1 LAPTM4B przedstawione w bazie danych

cBioPortal pochodza z 2015 roku, a wigc ukazaly si¢ juz po dokonaniu selekcji.

5.1. Western blot

Analiza Western blot miata na celu potwierdzenie podwyzszonej ekspresji genu
CDK1 w liniach komodrkowych ptaskonablonkowego raka krtani w poréwnaniu
z nienowotworowa proba kontrolna na poziomie biatka. Dodatkowo zbadano obecno$¢
biatka CDK1 w formie aktywnej - posiadajacej ufosforylowana treoning w pozycji 161
(phospho T161). Przeanalizowano takze skutki obecnosci polimorfizmu rs3212319
w sekwencji genu CDKI. Kontrola nalozenia - GAPDH data wynik pozytywny we
wszystkich probach w kazdej z wykonanych analiz Western blot. Zaréwno dla CDK1
jak 1 GAPDH obserwowano obecno$¢ jednego prazka o wielkosci specyficznej dla
kazdego z analizowanych biatek.

Wykorzystujac przeciwcialo anty-CDK1 wiazace si¢ do C-konca biatka wykazano
obecno$¢ biatka CDKI1 we wszystkich 25 analizowanych liniach komodrkowych
ptaskonablonkowego raka krtani. Wyniki poréwnano z iloscia biatka CDK1 obecnego
w lizatach z prawidlowej tkanki obrgbu glowy i szyi. W komercyjnie dostgpnym lizacie
oraz kontrolnych probach: K6, K12, K13 1 K14 obecne byly sladowe ilosci biatka
CDK1. W probach kontrolnych: K2, K3, K15 nie zaobserwowano obecnosci biatka
CDK1 (Rycina 9).
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2 CDK1

Rycina 9. Western blot - anty-CDK1: przeciwciato przeciwko koncowi C biatka. Gérny panel:
linie komoérkowe ptaskonabtonkowego raka krtani. Liczby odpowiadaja numerom linii
komorkowych LSCC; L - lizat z prawidtowej tkanki krtani; J - lizat z linii komérkowej Jurkat
(kontrola pozytywna). Dolny panel: lizaty zprawidtowej tkanki obrebu gltowy i szyi -
izolowanych bezposrednio ztkanki oraz pierwotnych linii komérkowych wyprowadzonych

w Zaktadzie Genetyki Nowotworow PAN. Podkre§lono numery probek, w ktorych
obserwowano $§ladowe ilosci biatka CDK1.

Analiza Western blot zuzyciem przeciwciala skierowanego przeciwko
ufosforylowanej formie biatka CDKI1 (phospho T161 anti-CDKI1) przeprowadzona
zostala na 24 liniach komorkowych plaskonabtonkowego raka krtani. Wykazano
obecno$¢ ufosforylowanej formy biatka w22 liniach komodrkowych. W jednej linii
komorkowej (UT-SCC-49) biatko obecne byto w $ladowych ilo$ciach, natomiast
w jednej linii (UT-SCC-57) biatka nie wykryto (Rycina 10).
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Rycina 10. Western blot - anty-phospho-CDK1: przeciwciato przeciwko ufosforylowanej
formie biatka. Liczby odpowiadaja numerom linii komérkowych LSCC; Hela - lizat z linii
komoérkowej Hela stanowiacy kontrolg pozytywna.

Trzecie z zastosowanych przeciwciat skierowane byto przeciwko koncowi N biatka
CDKI. Jego obecno$¢ analizowano w siedmiu liniach komodrkowych, rozniacych sig
wariantami polimorfizméw sekwencji genu CDK/. Nie wykazano zmian w wielkosci

produktu biatkowego w liniach komorkowych (Rycina 11).

Rycina 11. Western blot - anty- CDK1 przeciwko koncowi N biatka. Liczby odpowiadaja
numerom linii komorkowych LSCC.
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Z wykorzystaniem techniki Western blot wykazano znacznie podwyzszony poziom
kumulacji biatka CDKI1 w liniach komoérkowych ptaskonablonkowego raka krtani
w porownaniu do prawidlowego, zdrowego nabtonka krtani oraz catkowitej tkanki
krtani. Wykazano takze, ze w liniach komdérkowych LSCC wystepuje biatko w postaci

jednej izoformy o prawidtowej masie molekularnej (34 kDa).

5.2. Analiza stopnia akumulacji bialka CDK1 w guzach pierwotnych - barwienie

immunohistochemiczne

Analiza ekspresji biatka CDK1 w badanych grupach wykazata ekspresje badanego
antygenu w 100% guzow pierwotnych N(0) (20/20), w 100% guzoéw pierwotnych N(+)
(20/20) oraz w 100% (18/18) przypadkow prawidlowej blony $luzowej (Rycina 12).
W potowie przypadkow biatko =zlokalizowane bylo wjadrze komoérkowym: 9
przypadkéw N(0) i 11 przypadkéw N(+). W pozostatych przypadkach obserwowano
wylacznie cytoplazmatyczna lokalizacje¢ biatka CDK1.

Wykazano nizsze wartosci poziomu akumulacji biatka CDKI1 u pacjentéw bez
przerzutow do weztow chtonnych (wynik w skali IRS: NO = 107) w poroéwnaniu z grupa
pacjentdow, u ktérych przerzuty do weztéw byty obecne (wynik w skali IRS: N+ =115)
oraz warto$ciami ekspresji CDK1 w obszarze prawidlowej btony $luzowej (w skali IRS:
Kontrola = 108). Zaobserwowano rowniez niewielki wzrost ekspresji wraz ze stopniem
zajecia wezlow chlonnych (w skali IRS: NO =107 vs. IRS N+ =115).

Obserwowane zmiany w poziomie akumulacji biatka CDK1 nie wykazuja réznicy
istotnej statystycznie w utkaniu guza pierwotnego pomigdzy grupa bez przerzutow
1z przerzutami do weztow chlonnych (p=0,82) oraz pomigdzy ekspresja CDKI1
W obszarze guza w porownaniu z grupa kontrolna (p = 0,96). Podsumowanie wynikow

znajdujg si¢ w Tabeli 11.
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kontrola

SCC N[O]

SCC N[+]

Rycina 12. Barwienie immunohistochemiczne przedstawiajace obecno$¢ biatka CDKI1
w analizowanych fragmentach nowotworu krtani i prawidtowej $luzowce krtani. Prawidtowa
sluzoéwka krtani: A, B; rak ptaskonabtonkowy krtani: C i D - u pacjentéw bez przerzutow SCC
do wezldéw chlonnych oraz E i F -u pacjentow z przerzutami SCC do weztéw chionnych.
Pierwotne powigkszenie obiektywu: 10x.

Tabela 11. Podsumowanie wynikow z analizy akumulacji biatka CDK1 technika barwienia
immunohistochemicznego. n - liczba prob, w ktorych obserwowano ekspresjc CDK1; nc -
catkowita liczba pacjentow, sd - odchylenie standardowe.

N

CDK1 Srednia | Mediana | Minimum |Maksimum| sd P
[n/nc]
o)
NOguz 100% 1 159,09 107 60 140 | 20,77
pierwotny [20/20] 0=0,82
N+ guz 100% o
pierwotny [20/20] 107,36 115 55 148 29,33
100%
Kontrola [18/18] 112,10 108 92 135 15 p=0,96
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5.3. Sekwencjonowanie DNA technikg Sangera - gen CDK1

W analizowanych prébach DNA z linii komorkowych ptaskonabtonkowego raka
krtani wykazano obecno$¢ dwoch polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (Single
Nucleotite Polymorphism, SNP).

Polimorfizm rs3212319 w pozycji chr10:62551816-62551816 jest delecja cytozyny
w pozycji +5 intronu 6 (NC_000010.10: g.62551816delC; NM_001786.4: c.653+5delC;
GRCh37/hgl9). Sposrod 15 préb DNA, w ktorych wystepowal ten polimorfizm, 13
byto heterozygotami (C/-) natomiast u dwodch wystapita delecja homozygotyczna
nukleotydu  (-/-). W pozostatych 10 probach DNA  wystgpowal  genotyp
homozygotyczny allelu macierzystego (Rycina 13, Tabela 12).

rs3212319
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-
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Rycina 13. Przyklad chromatograméw uzyskanych w analizie sekwencjonowania genu CDK/
w liniach  komoérkowych  ptaskonabtonkowego raka krtani - polimorfizm  rs3212319.
Zaprezentowano wyniki uzyskane dla genotypow: homozygotycznego allelu macierzystego
(linia UT-SCC-49), heterozygotycznego (UT-SCC-116) oraz homozygotycznego allelu
pochodnego (UT-SCC-35). W sekwencji referencyjnej wielkie litery oznaczaja ekson, male
litery: intron. W ramke ujgto zmiang sekwencji DNA.

Polimorfizm rs1871446 w pozycji chr10:62553763-62553763 (GRCh37/hgl9 jest
substytucja A>G, zlokalizowana jest wrejonie 3’UTR genu (NC 000010.10:
2.62553763A>G; NM _001786.4: ¢.*30A>G; UCSC; GRCh37/hg19). W 4/25 badanych
prob polimorfizm ten wystgpowat w uktadzie heterozygotycznym (A/G), natomiast
w 20/25 wystgpowal genotyp homozygotyczny allelu pochodnego (G/G). W jednej
probie DNA zidentyfikowano genotyp homozygotyczny allelu macierzystego (A/A)
(Rycina 14, Tabela 12).
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rs 1871446
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Rycina 14. Przyktad chromatograméw uzyskanych w analizie sekwencjonowania genu CDK/
w liniach  komoérkowych  ptaskonablonkowego raka krtani - polimorfizm  rs1871446.
Zaprezentowano wyniki uzyskane dla genotypdéw: homozygotycznego allelu macierzystego
(linia UT-SCC-49), heterozygoty (UT-SCC-116) oraz homozygotycznego allelu pochodnego
(UT-SCC-35). W ramkg ujeto zmiang sekwencji DNA.

Czestosci genotypow oraz alleli obu analizowanych polimorfizméw genu CDK]/
w badanej grupie linii komérkowych LSCC poréwnano z czgsto$ciami obserwowanymi
w populacjach finskiej (ze wzgledu na pochodzenie linii komdrkowych) 1 europejskie;j
(dane zbazy 1000 Genomes). CzgstoSci zarowno genotypow jak ialleli byty
poréwnywalne dla wszystkich badanych grup (Tabela 12). Wykazano brak istotnych
roznic w rozkladzie zarowno genotypow jak 1 alleli badanych polimorfizméw genu
pomiedzy analizowana grupa i obiema grupami populacyjnymi (test x*, p>0,05, Tabela
13).

Analiza korelacji poziomu ekspresji genu CDKI z wariantami polimorfizmu
(genotypu homozygotycznego allelu macierzystego versus grupa heterozygot
1 genotypu homozygotycznego allelu pochodnego) nie wykazata zmian w poziomie
ekspresji genu zaleznych od obserwowanych polimorfizméw. Wartos¢ p (test U Manna-
Whitney’a) uzyskana dla polimorfizmu rs3212310 wynosita 0,88, natomiast dla
polimorfizmu rs1871446 nie byto mozliwe wykonanie obliczenia, jako ze genotyp
homozygotyczny allelu macierzystego wystgpowat tylko w jednej linii komorkowe;j

(Tabela 13).
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Tabela 12. Podsumowanie wynikow analizy polimorfizmow obserwowanych w poszczegolnych
liniach komoérkowych. Rézowym kolorem zaznaczono genotyp homozygotyczny allelu
pochodnego, zielonym - genotyp homozygotyczny allelu macierzystego.

Polimorfizm
Linia komérkowa
rs3212319 rs1871446
UT-SCC-6A c/C A/G
UT-SCC-6B c/C A/G
UT-SCC-8 c/- G/G
UT-SCC-11 c/- G/G
UT-SCC-13 c/C G/G
UT-SCC-19A C/- G/G
UT-SCC-19B c/- G/G
UT-SCC-22 c/c G/G
UT-SCC-23 c/c G/G
UT-SCC-29 Cc/- G/G
UT-SCC-34 c/c G/G
UT-SCC-35 -/- G/G
UT-SCC-38 Cc/- G/G
UT-SCC-42B c/C A/G
UT-SCC-49 c/C A/A
UT-SCC-50 -/- G/G
UT-SCC-57 c/C G/G
UT-SCC-75 Cc/- G/G
UT-SCC-106A Cc/- G/G
UT-SCC-106B C/- G/G
UT-SCC-107 c/C G/G
UT-SCC-108 Cc/- G/G
UT-SCC-113 C/- G/G
UT-SCC-116 C/- A/G
UT-SCC-117 Cc/- G/G
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Tabela 13. Czgstosci poszczegdlnych alleli i genotypow polimorfizméw 1s3212319 oraz
rs1871446 w analizowanych liniach komorkowych (LSCC) oraz populacjach finskiej (FIN)
i europejskiej (EUR). Dane populacyjne pochodza z bazy danych 1000 Genomes. Test y* dla
czestosci genotypow wykonano porownujac genotyp homozygotyczny allelu macierzystego
z grupa heterozygot i genotypu homozygotycznego allelu pochodnego. U test zostat wykonany
dla poréwnania poziomu ekspresji genu CDK/ (RT-qPCR) w liniach rézniacych si¢ wariantem
polimorfizmu - genotyp homozygotyczny allelu macierzystego versus grupa heterozygot
1 genotypu homozygotycznego allelu pochodnego.

\{Varla.nt LSCC FIN EUR
polimorfizmu
rs3212319
B GC 0,66 0,58 0,64
Czesto.su G- 0,34 0,42 0,36
alleli
sz 0,41 0,82
c/C 0,4 0,31 0,42
] N c/- 0,52 0,53 0,43
ZQStOSfII - 0,08 0,16 0,15
genotypow >
X p 0,41 0,82
Utestp 0,879
rs1871446
B A 0,12 0,12 0,21
Czesto.su G 0,88 0,88 0,79
alleli 3
o 0,94 0,14
A/A 0,04 0,03 0,06
. A/G 0,16 0,17 013
CzestosS:l G/G 0,8 0,8 0,65
genotypow >
¥ p 0,57 0,71
Utestp n/a

Wyniki uzyskane w powyzszych analizach nie potwierdzaja zwiazku
polimorfizméw  genu  CDKI: 1s3212319 oraz rs1871446  z patogeneza

ptaskonablonkowego raka krtani.

5.4. Wyciszanie genu CDK1 poprzez interferencj¢ RNA (RNAi) oraz testy

funkcjonalne

Do wyciszenia genu CDK/ wliniach komoérkowych LSCC zastosowano
w poczatkowym etapie analizy trzy dupleksy siRNA wyciszajace gen CDK/ (siRNA-A,
siRNA-B i siRNA-C). Kontrolg stanowila ta sama linia komorkowa transfekowana

siRNA kontrolnym o nonsensownej sekwencji (siRNA-N). W celu wytypowania
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dupleksu siRNA najskuteczniej wyciszajacego gen wykonano reakcj¢ RT-qPCR (RNA
izolowane po uptywie 24 godzin od transfekcji) a nastgpnie Western blot (biatka
wyizolowane po uplywie 48 godzin po transfekcji). Wykazano, iz wszystkie
zastosowane dupleksy siRNA powoduja obnizenie poziomu ekspresji genu CDKI we
wszystkich analizowanych liniach komérkowych. Wyciszenie genu obserwowane byto
zarowno na poziomie mRNA jak ibiatka. Wyciszenie ekspresji genu na poziomie
mRNA przekraczato 70% przy inkubowaniu linii komérkowej UT-SCC-34 z dupleksem
siRNA-A, linii 106A: siRNA-A 1 siRNA-B oraz linii UT-SCC-107 dupleksami siRNA-
A, -B1i-C (Rycina 15).
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Rycina 15. Poréwnanie efektywnosci wyciszenia genu CDKI w poszczegdlnych liniach
komoérkowych LSCC z uzyciem roéznych dupleksow siRNA. Panel gérny: wykres prezentuje
poziom wyciszenia genu CDKI jaki uzyskano z zastosowaniem poszczegolnych dupleksow
siRNA szacowany na poziomie mRNA (RT-qPCR) oraz biatka (Western blot). Panel dolny:
wyniki analizy Western blot przedstawiajace obnizony poziom akumulacji biatka CDK1 w
badanych liniach komorkowych transfekowanych poszczegdlnymi dupleksami siRNA. A, B,
C - linie komorkowe transfekowane dupleksami siRNA-A, -B, -C; N -linia komorkowa
transfekowana siRNA-N.
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Poziom biatka CDK1 obnizony zostat o ponad 70% w linii UT-SCC-34 z uzyciem
dupleksu siRNA-A, w linii UT-SCC-106A: dupleksem siRNA-A oraz w linii UT-SCC-
107 dupleksami siRNA-A i-B (Rycina 15). Szczegdétowe wyniki analizy poziomu
wyciszenia genu CDK1 z uzyciem dupleksow siRNA z zastosowaniem techniki RT-

qPCR oraz Western blot przedstawiono w Tabeli 14.

Tabela 14. Szczegdtowe wyniki analizy poziomu wyciszenia genu CDK1 z uzyciem duplekséw
siRNA z zastosowaniem techniki RT-qPCR oraz Western blot. A, B, C - linie komorkowe
transfekowane dupleksami siRNA-A, -B, -C; N - linia komoérkowa transfekowana dupleksem
siRNA-N; CDK/GAPDH - wzgledny poziom akumulacji biatka CDK1 w probie., sd -
odchylenie standardowe

RT-qPCR Western blot
el:(c;:)lrc:; i sd Eks{r;/:;c;s;a Wyc{u;z}eme GAPDH/CDK1 Eks{r;;s;a Wyc[l;oz]eme

UT-SCC-34
A 1,00 0,10 1,79 98,21 0,07 14 86
B 45,14 4,13 80,77 19,23 0,42 84 16
C 21,21 4,62 37,95 62,05 0,36 72 28
N 55,89 6,66 0,50

UT-SCC-107
A 1,00 0,50 0,18 99,82 0,16 27 73
B 2,57 1,20 0,46 99,54 0,11 18 82
C 17,74 4,00 3,14 96,86 0,34 57 43
N 564,18 151,20 0,60

UT-SCC-106A

A 1,00 0,12 20,20 79,80 0,07 11 89
B 1,69 0,22 34,14 65,86 0,25 39 61
C 3,47 0,54 70,10 29,90 0,46 72 28
N 4,95 0,93 0,64

Do dalszej analizy wykorzystano dupleksy siRNA-A do wyciszenia genu CDK/I we
wszystkich trzech analizowanych liniach komorkowych.

Przeanalizowano takZze czas trwania wyciszenia genu analizowanych CDKI w
liniach komorkowych. W tym celu wykonano izolacj¢ RNA oraz biatek po 24, 48 oraz
72 godzinach po przeprowadzeniu transfekcji. Wykazano, Zze wyciszenie genu
najwyzsze jest po 48 lub 72 godzinach od wprowadzenia siRNA do komorek (Rycina
16 1 Tabela 15).
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Rycina 16. Analiza czasu trwania wyciszenia genu CDK/ w liniach komérkowych LSCC Panel
gorny: wykres prezentuje poziom wyciszenia genu CDKI jaki uzyskano z zastosowaniem
dupleksu siRNA-A szacowany na poziomie mRNA (RT-qPCR) oraz biatka (Western blot) w
poszczegdlnych punktach czasowych. Panel dolny: wyniki analizy Western blot
przedstawiajace obnizony poziom akumulacji biatka CDK1 w badanych liniach komérkowych
w poszczegolnych punktach czasowych. A - linia komodrkowa transfekowana dupleksem
siRNA-A; N -linia komodrkowa transfekowana dupleksem siRNA-N; 24h, 48h 72h - czas
hodowli komérek po transfekcji.
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Tabela 15. Szczegdétowe wyniki analizy poziomu wyciszenia genu CDK/ zuzyciem siRNA
z zastosowaniem techniki RT-qPCR oraz Western blot. A - linia komérkowa transfekowana
dupleksem siRNA-A; N - linia komérkowa transfekowana dupleksem siRNA-N; 24h, 48h 72h -
czas hodowli komorek po transfekcji; CDK/GAPDH - wzgledny poziom akumulacji biatka
CDK1 w probie, sd - odchylenie standardowe.

RT-qPCR | Western blot
UT-SCCC-34
Poziom Poziom
Ek . Wi . Wi .
Z_Zf;ja sd ekspresji ycll;z]eme CDK1/GAPDH | ekspresiji ycll;z]eme
[%] ’ [%] ’
24 A 1,00 0,15 0,21
5 95 48 52
24N 19,75 0,06 0,44
48 A 7,15 1,60 0,08
26 74 22 78
48N 27,17 | 3,51 0,36
72 A 3,31 0,40 0,06
11 89 19 81
72N 29,02 | 4,89 0,31
UT-SCC-107
24A 2,61 0,58 0,40
23 77 82 18
24N 11,41 1,54 0,49
48 A 1,45 0,13 0,30
19 81 55 45
48 N 7,46 0,47 0,55
72 A 1,00 0,29 0,14
16 84 25 75
72N 6,36 0,67 0,56
UT-SCC-106A
24 A 2,33 0,16 0,81
73 27 64 36
24N 3,19 0,19 1,27
48 A 1,12 0,11 0
46 54 0 100
48 N 2,43 0,26 0,11
72 A 1,00 0,12 0,09
42 58 39 61
72N 2,37 0,12 0,23

5.4.1. Analiza skutkow wyciszenia genu CDKI w liniach komorkowych

plaskonablonkowego raka krtani - mikromacierze ekspresyjne

Przed analiza ekspresji genu metoda oparta o mikromacierze (wykonawca: firma
Atlas Biolabs) skuteczno§¢ wyciszenia genu CDKI potwierdzono stosujac techniki
Western blot oraz PCR w czasie rzeczywistym. Wyniki przedstawiono w Tabeli 16.

Uzyskane wyniki wskazuja na skuteczne wyciszenie genu CDK/I w analizowanych

liniach komérkowych, zarowno na poziomie RNA jak i biatka.
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Tabela 16. Poziom ekspresji genu CDKI analizowany zuzyciem RT-qPCR i Western blot
w liniach komoérkowych poddanych transfekcji z uzyciem duplekséw siRNA wyciszajacego gen
CDK] (siRNA-A) i kontrolnego (siRNA-N) w liniach komoérkowych LSCC wykorzystanych do
wykonania mikromacierzy ekspresyjnej; CDK/GAPDH - wzgledny poziom akumulacji biatka
CDK1 w probie, sd - odchylenie standardowe.

RT-qPCR ‘ Western blot
UT-SCCC-34
Poziom Poziom
Ek . Wvciszeni Wvciszeni
ZZ;::]a sd | ekspresji ycll;z]eme CDK1/GAPDH | ekspresiji ycll;z]enle
[%] ’ [%] ’
siRNA-A | 1,00 0,17 0,04
n 18 82 16 84
siRNA-N 5,58 0,61 0,25
UT-SCC-107
siRNA-A 3,12 0,80 0,19
- 36 64 29 71
siRNA-N 8,64 1,01 0,65
6. Analiza wynikow uzyskanych z mikromacierzy ekspresyjnej - selekcja

genow

Sposrod 54675 tagdw zlokalizowanych na mikromacierzy wytypowano
poczatkowo 159 tagdéw przypisanych do 157 gendow spehliajacych kryteria
przedstawione w rozdziale Metody (podrozdziat 5.4.2.1.).
Dla uzyskanej w ten sposob grupy gendéw przeprowadzono drugi etap selekcji:
analize funkcjonalna wcelu sprecyzowania proceséw biologicznych, w ktérych
powyzsze geny moga by¢ zaangazowane. Analiza z uzyciem nastepujacych narzedzi
bioinformatycznych: GO, DAVID oraz GOrilla wskazata szereg funkcji i procesow
w jakie moga by¢ zaangazowane wytypowane geny, jednakze warto$¢ wspdtczynnika
FDR (ang. False Discovery Rate) dla wszystkich otrzymanych procesow byla wyzsza
od przyjetego kryterium wynoszacego 0,05.
Poprzez analiz¢ z uzyciem bazy danych STRING zidentyfikowano trzy procesy
biologiczne (FDR = 0,0114 dla kazdej z analiz):
e Sciezka sygnatowa, w ktorej bierze udziat receptor Fc-gamma zaangazowana
w fagocytoze (GO.0038096) obejmujaca geny: CDC42, DOCKI, FYN, MYOIC,
PTK2, WASF?2,

e Sciezka sygnalowa, w ktorej bierze udziat receptor Fc (GO. 0038093) w sktad
ktorej wchodza: CDC42, CDK1, DOCKI1, ERBB2, FYN, MYOIC, PTK2, TSC2,
WASF2,
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e Sciezka sygnatowa zudzialem receptora naczyniowego czynnika wzrostu
srédblonka (GO.0048010) ztozona z genow: CDC42, CDKI, DOCKI, FYN,
PTK2, SHB, WASF?2.

Geny zaangazowane w wyzej wymienionych $ciezkach sygnalowych zostaly
wytypowane do analizy RT-qPCR w celu potwierdzenia zmiany poziomu ich ekspresji
w liniach komérkowych LSCC poddanych wyciszaniu CDK .

Druga grupe gendéw wytypowanych do analizy RT-qPCR stanowily geny, dla
ktorych na podstawie bazy danych STRING zaobserwowano oddzialywanie z CDK].
Byty to: CALDI, CDC42, CDK6, FYN, HELLS, HISTIHIC, HISTIH2BJ, MYBL2,
RUNXI, SMARCA4, SMCI1A, TMEMG67, TSC2 oraz UBE2I.

W analizie migdzybiatkowych interakcji CDK1 z wykorzystaniem bazy danych
bioGRID wykazano 424 oddziatywania fizyczne z 212 biatkami. Sposrod nich, dla
trzech: FYN, RUNXI oraz UBE2I obserwowano minimum dwukrotng zmiang poziomu
ekspresji w liniach komoérkowych poddanych wyciszeniu genu CDKI. Nie wykazano
zadnych interakcji genetycznych.

Na schemacie (Rycina 17) przedstawiono kolejne etapy selekcji gendw potencjalnie
zaleznych od CDKI. Sie¢ zalezno$ci pomigdzy genami/biatkami o zmienionym
poziomie ekspresji w liniach komorkowych poddanych wyciszaniu genu CDKI
przedstawia Rycina 18.

Ostatecznie, do analizy wytypowano 20 gendw, z ktérych dla 6 obserwowano
podwyzszenie a dla 14 obnizenie poziomu ekspresji w liniach komoérkowych poddanych

wyciszaniu genu CDK/ (Rycina 19 Tabele 17 1 18).
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54 678 tagow

lpd).()S

22 881 tagow

2-krotna zmiana w obu
liniach komorkowych

159 tagow

157 gendow

2-krotne obnizenie 2-krotny warost
poziomu ekspresji poziomu ekspresji

103 geny 54 genow

oddzialywanie z CDK1
Wspolne procesy lub sciezki

14 gendw 6 gendéw

Rycina 17. Schemat przedstawiajacy poszczegolne etapy selekcji genéw wybranych do analizy
sposrdd gendw o zmienionym profilu ekspresji w liniach komoérkowych LSCC poddanych
wyciszaniu genu CDK]/. Punkt wyjscia stanowity wyniki analizy ekspresji genow z uzyciem
mikromacierzy ekspresyjnej Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix).
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Rycina 18. Sie¢ zaleznosci ipodobienstw migdzy biatkami uzyskana dzigki bazie danych STRING. Analizie poddano wszystkie geny, dla ktorych
obserwowano przynajmniej dwukrotna zmiang poziomu ekspresji w liniach poddanych wyciszaniu genu CDK1 (157 genéw). Dla zwigkszenia przejrzystosci
rycina pozbawiona jest gendw, ktore nie wykazywaly interakcji z zadnym innym genem z analizowanej grupy (string-db.org ver. 10.5, zachowany $redni
minimalny wymagany wynik interakcji rowny 0,4).
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MYO1C 225080_at
MYO1C32811_at
PTK2 241453 _at
RUNX1 217263_x_at
SHB 204657 _s_at
SMC1A 239688 _at
TMEMG67 238229 at
TSC2 215735_s_at
UBE21213536_s_at
WASF2 224563 _at
CALD1 201617 _x_at
CDC42 214230_at
CDK6 235287_at
DOCK1 241708_at
FYN 212486_s_at
HELLS 234040_at

SMARCA4 212520_s_at

Geny o obnizonym poziomie ekspresji po wyciszaniu genu CDK1 Geny o podwyzszonym poziomie ekspresji po wyciszaniu
genu CDK1

Rycina 19. Tagi i przypisane im geny wybrane z mikromacierzy na podstawie zmian w poziomie ekspresji mRNA w liniach komorkowych LSCC poddanych
wyciszaniu genu CDKI. 34A, 107A - linie komoérkowe poddane przejsciowej transfekcji dupleksem siRNA-A; 34N, 107N - kontrolne linie komorkowe
poddane przejsciowe;j transfekcji dupleksem siRNA-N.
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Tabela 17. Analiza zmiany poziomu ekspresji genow wywotanej wyciszeniem genu CDK/ w linii komorkowej LSCC - UT-SCC-107 (dane z mikromacierzy
ekspresyjnych). UT-SCC-107A - linia transfekowana dupleksem siRNA-A; UT-SCC-107N- kontrolna linia komoérkowa transfekowana dupleksem siRNA-N;
P - potwierdzenie ekspres;ji transkryptu.

UT-SCC-107A UT-SCC-107N
Poziom Detekcja Istotnos¢ Poziom Detekcja Istotnos¢ qutnoéé zmiany. .
Gen Tag ekspresji ekspresji statystyc.z.na ekspresji ekspresji statystyc.z.na poziomu ekspresji
detekcji detekcji
ERBB2 234354 x_at 16,69 P 0,001 41,65 P 0,038 0,40
HIST1IH1IC | 209398 at 451,78 P 0,000 923,44 P 0,000 0,49
HIST1H2BJ | 210387 _at 41,74 P 0,001 156,81 P 0,000 0,27
MYBL2 201710 _at 116,97 P 0,003 237,11 P 0,004 0,49
mMyoic 225080 _at 242,24 P 0,001 773,03 P 0,001 0,31
mMyYo1c 32811 at 88,15 P 0,001 211,47 P 0,000 0,42
PTK2 241453 at 174,49 P 0,000 361,49 P 0,000 0,48
RUNX1 217263 x_at 25,07 P 0,019 71,02 P 0,002 0,35
SHB 204657_s_at 275,66 P 0,000 569,79 P 0,000 0,48
SMARCA4 |212520_s_at 36,54 P 0,008 107,82 P 0,001 0,34
SMCIA 239688 _at 43,23 P 0,000 108,06 P 0,000 0,40
TMEM67 238229 at 407,09 P 0,000 887,16 P 0,000 0,46
TSC2 215735 s_at 94,24 P 0,001 210,18 P 0,000 0,45
UBE2I 213536_s_at 53,37 P 0,003 117,01 P 0,000 0,46
WASF2 224563 _at 29,87 P 0,004 62,17 P 0,004 0,48
CALD1 201617 x_at 1879,56 P 0,001 843,00 P 0,001 2,23
CDC42 214230 _at 103,43 P 0,000 39,06 P 0,006 2,65
CDK6 235287 at 94,15 P 0,000 33,32 P 0,024 2,83
DOCK1 241708 at 162,54 P 0,001 71,77 P 0,004 2,26
FYN 212486_s_at 82,10 P 0,001 26,53 P 0,024 3,09
HELLS 234040 _at 61,55 P 0,001 25,07 P 0,002 2,46
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Tabela 18. Analiza zmiany poziomu ekspresji genéw wywotanej wyciszeniem genu CDKI w linii komorkowej LSCC UT-SCC-34 (dane z mikromacierzy
ekspresyjnych). UT-SCC-34A - linia komdrkowa transfekowana dupleksem siRNA-A; UT-SCC-34N - linia komoérkowa transfekowana dupleksem siRNA-N;
P - potwierdzenie ekspres;ji transkryptu.

UT-SCC-34A UT-SCC-34N
v ” Krotno$¢ zmiany
Poziom Detekcja Istotnosc Poziom Detekcja Istotnosc poziomu ekspresji
Gen Tag ekspresiji ekspresji statystyc'z'na ekspresji ekspresji statystycina
detekcji detekgji

ERBB2 234354 x_at 20,88 P 0,046 48,81 P 0,003 0,43
HIST1H1C 209398 at 698,00 P 0,001 1671,07 P 0,001 0,42
HIST1H2BJ | 210387_at 69,29 P 0,000 155,92 P 0,000 0,44
MYBL2 201710_at 155,40 P 0,011 346,42 P 0,003 0,45
mMyoic 225080_at 237,58 P 0,000 652,47 P 0,001 0,36
mMyoic 32811_at 105,79 P 0,001 261,14 P 0,000 0,41
PTK2 241453 at 182,33 P 0,000 433,92 P 0,000 0,42
RUNX1 217263 _x_at 13,70 P 0,014 56,92 P 0,000 0,24
SHB 204657_s_at 130,28 P 0,001 339,57 P 0,000 0,38
SMARCA4 |(212520_s_at 37,32 P 0,046 92,86 P 0,024 0,40
SMC1A 239688 at 26,01 P 0,002 116,91 P 0,000 0,22
TMEM67 238229 at 176,55 P 0,001 765,74 P 0,000 0,23
TSC2 215735_s_at 110,28 P 0,000 235,12 P 0,000 0,47
UBE2| 213536_s_at 105,78 P 0,000 237,46 P 0,000 0,45
WASF2 224563 _at 37,78 P 0,011 106,02 P 0,003 0,36
CALD1 201617 _x_at 471,45 P 0,002 230,15 P 0,024 2,05
CDC42 214230_at 187,04 P 0,000 90,52 P 0,001 2,07
CDK6 235287 _at 75,73 P 0,001 27,62 P 0,000 2,74
DOCK1 241708 _at 74,52 P 0,006 20,50 P 0,046 3,64
FYN 212486_s_at 579,42 P 0,000 228,62 P 0,000 2,53
HELLS 234040_at 56,65 P 0,001 17,27 P 0,007 3,28
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7. Potwierdzanie wynikow uzyskanych z mikromacierzy z wykorzystaniem

ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym (RT-qPCR)

Dla 20 gendéw wytypowanych na podstawie wynikdw z mikromacierzy
zaprojektowano startery oraz przeprowadzono reakcj¢ PCR w czasie rzeczywistym.
Wykorzystano RNA uzyskane z trzech linii komorkowych poddanych wyciszaniu genu
CDK1 z wykorzystaniem dupleksu siRNA-A oraz linii transfekowanych kontrolnym
dupleksem siRNA (siRNA-N). Izolacje RNA wykonano po uptywie 48 godzin od
momentu transfekcji.

W odniesieniu do przyjetych wartosci odcigcia (przedstawionych w rozdziale
Metody (podrozdziat 6.4.2.1.)), zaobserwowano podwyzszony poziom ekspresji genu
CDK6 we wszystkich trzech badanych liniach komérkowych oraz genéw FYN 1 CALD1
w liniach UT-SCC-107 1 UT-SCC-34. Krotno$¢ zmiany poziomu ekspresji genu FYN
w linii UT-SCC-106A wynosita 1,5, plasujac si¢ na granicy wartosci odcigcia. Spadek
poziomu ekspresji obserwowano w przypadku gendéw: HISTIH2BJ w linii komorkowe;j
UT-SCC-107, RUNXI w UT-SCC-106A oraz MYOI1C w liniach: UT-SCC-106A oraz
UT-SCC-107. Dodatkowo, warto$ci zmiany poziomu ekspresji zblizone do wartosci
odcigcia wykazano w linii UT-SCC-34 dla genow: MYOIC (0,72), SHB (0,75),
HISTIH2BJ (0,74) oraz HISTIHIC (0,73). Dla pozostatych genow wyniki RT-qPCR
nie potwierdzity wynikow uzyskanych z uzyciem mikromacierzy ekspresyjnych (Tabele

19 20).
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Tabela 19. Analiza zmiany poziomu ekspresji gené6w wywotana wyciszeniem genu CDK/ w liniach ptaskonabtonkowego raka krtani - wzrost poziomu
ekspresji (dane uzyskane z analizy RT-qPCR); kolorem czerwonym oznaczono dwukrotna zmiang poziomu ekspresji genu. A - linia komérkowa poddana
transfekcji dupleksem siRNA-A; N - kontrolna linia komérkowa poddana transfekcji dupleksem siRNA-N., sd - odchylenie standardowe

CALD1 cDC42 CDK6
Linia . . Krotnos¢ zmiany . . Krotnos¢ zmiany . " Krotnos¢ zmiany
. Poziom ekspresji . .. | Poziom ekspresji . . Poziom ekspresji .
komdrkowa sd poziomu ekspresji sd poziomu ekspresji sd poziomu
genu genu genu .
genu genu ekspresji genu
106A_A 182,2 16,81 13 6,4 0,37 12 8,0 0,50 19
106A_N 142,7 11,95 ! 5,5 0,43 ! 4,2 0,61 ’
107A 388,3 20,14 1 41
, X 18 3,0 0,13 11 5,8 0, 17
107N 219,6 29,07 2,7 0,11 3,5 0,22
34A 3,2 0,35 1,3 0,07 2,6 0,16
3,2 1,3 2,6
34N 1,0 0,07 1,0 0,16 1,0 0,08
DOCK1 HELLS FYN
Linia . . Krotnos¢ zmiany . .. Krotnos¢ zmiany . .. Krotnos¢ zmiany
. Poziom ekspresji . .. | Poziom ekspresji . " Poziom ekspresji .
komadrkowa sd poziomu ekspresji sd poziomu ekspresji sd poziomu
genu genu genu "
genu genu ekspresji genu
106A_A 6,1 0,90 73,9 6,82 189,1 9,38
1,0 1,3 1,5
106A_N 6,2 0,74 58,9 4,41 126,3 7,11
107A 1,7 0,09 2,3 0,51 2,2 0,12
1,2 0,8 1,7
107N 1,4 0,09 3,1 0,30 1,2 0,08
34A 1,0 0,14 1,0 0,16 45,4 4,64
0,5 0,9 2,6
34N 1,8 0,10 1,1 0,06 17,5 1,09
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Tabela 20. Analiza zmiany poziomu ekspresji gendéw wywotana wyciszeniem genu CDK/ w liniach plaskonabtonkowego raka krtani - spadek poziomu
ekspresji (dane uzyskane z analizy RT-qPCR); kolorem czerwonym oznaczono dwukrotna zmiang poziomu ekspresji genu. A - linia komérkowa poddana
transfekcji z uzyciem dupleksu siRNA-A; N - kontrolna linia komérkowa poddana transfekcji dupleksem siRNA-N, sd - odchylenie standardowe.

Linia ERBB2 HIST1H1C HIST1H2BJ
komérkowa Pozp_m sd Krotnosc¢ zmlélny poziomu P02|?m sd Krotnos¢ zmla.\.ny poziomu P02|9m sd Krotnos¢ zmla?.ny poziomu
ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu
106A_A 3,6 0,43 57 0,57 10,5 0,65
- 1,2 1,6 1,7
106A_N 3,1 0,36 3,5 0,52 6,2 0,28
107A 2,7 0,19 1,5 0,29 1,0 0,05
1,8 0,8 0,6
107N 1,5 0,09 1,9 0,68 1,6 0,12
34A 1,1 0,13 2,0 0,21 2,1 0,12
1,1 0,7 0,7
34N 1,0 0,05 2,8 0,59 2,8 0,18
Linia MYBL MYo1c PTK2
. Poziom Krotnos¢ zmiany poziomu Poziom Krotnos$¢ zmiany poziomu Poziom Krotnos¢ zmiany poziomu
komérkowa . sd . .. sd . .. sd N
ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu
106A_A 6,0 0,59 1,7 1 2 1
_ , ) 13 ) 0,13 0,6 9 0,16 10
106A_N 4,6 0,46 2,9 0,43 2,8 0,37
107A 1,4 0,07 1,2 0,20 1,0 0,07
1,1 0,6 1,0
107N 1,2 0,09 2,1 0,19 1,0 0,08
34A 1,1 0,06 1,0 0,04 1 1
’ ’ 1'0 ’ ’ 0,7 16 OI 8 1'0
34N 1,1 0,07 1,4 0,15 1,7 0,09
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Tabela 20.cd

Linia RUNX1 SHB SMARCA4
, Poziom Krotnos¢ zmiany poziomu Poziom Krotnos$¢ zmiany poziomu Poziom Krotnos$¢ zmiany poziomu
komadrkowa . sd y N sd N . sd N
ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu
106A_A 3,6 0,59 3,6 0,33 13,0 2,57
0,6 1,2 1,2
106A_N 5,9 0,64 3,1 0,40 11,1 0,46
107A 24,7 6,25 2,8 0,37 1,6 0,07
1,0 1,0 0,9
107N 24,2 6,48 3,0 0,24 1,7 0,11
34A 1,1 0,22 1,0 0,07 1,3 0,09
1,1 0,7 1,3
34N 1,0 0,06 1,3 0,11 1,0 0,08
Linia SMCI1A TMEM67 TSC2
. Poziom Krotnos¢ zmiany poziomu Poziom Krotnos$¢ zmiany poziomu Poziom Krotnos$¢ zmiany poziomu
komoérkowa . sd .. . sd . . sd N
ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu
106A_A 23,5 2,76 6,5 0,41 10,0 1,70
1,1 1,2 1,7
106A_N 22,1 1,87 5,5 0,17 5,9 1,25
107A 1,0 0,08 1,4 0,08 1,0 0,12
0,8 1,0 0,9
107N 1,2 0,15 1,4 0,06 1,1 0,11
34A 1,1 0,14 1,1 0,08 1,2 0,16
1,0 1,1 1,1
34N 1,0 0,12 1,0 0,09 1,0 0,28
Linia UBE2I WASF2
. Poziom Krotnos¢ zmiany poziomu Poziom Krotnos¢ zmiany poziomu
komoérkowa . sd .. . sd s
ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu ekspresji genu
106A_A 4,7 0,21 10 2,7 0,16 11
106A_N 4,8 0,55 ’ 2,5 0,31 ’
107A 1,0 0,08 1,2 0,10
0,9 1,0
107N 1,1 0,08 1,2 0,09
34A 1,3 0,08 1,0 0,05
0,9 1,0
34N 1,4 0,08 1,0 0,05

103




8. Analiza bioinformatyczna uzyskanych wynikow

W celu okreslenia interakcji biatkowych a takze podobienstw pomigdzy genami
w kontekscie  ich  funkcjonalnej  charakterystyki  przeprowadzono  analize
z wykorzystaniem bazy danych STRING (string-db.org) (Rycina 20). Danymi
wejsciowymi dla bazy byl zbiér gendéw o zmienionym poziomie ekspresji w liniach
komoérkowych poddanych wyciszaniu genu CDKI: FYN, CDK6, CALDI, HISTIH2BJ,
RUNXI, MYOIC, SHB oraz HISTIHIC. Okreslono i przeanalizowano interakcje
oraz fizyczne oddziatywania pomigdzy biatkami kodowanymi przez powyzsze geny

a takze okreslono szlaki sygnatowe w jakie sa zaangazowane.

FYN A HIST1H1C B CALD1 C
f £ e cone
SHB RUNX1 ; SHB
= (&)
r.\MYOlC
F HIST1H2BJ
CDK1 CDK1 S
CDK6 RUNX1
© ‘\‘\_‘6 %Mvom
HISTIH1C .
CALD1 HIST1H2BJ @
) = =
Known Interactions Predicted Interactions Others
At from curated databases At gene neighborhood At textmining
et experimentally determined At gene fusions et co-expression
MY gene co-occurrence - protein homology

Rycina 20. Analiza oddziatywan i interakcji gendw/bialek o potwierdzonej zmianie poziomu
ekspresji w liniach komoérkowych LSCC poddanych wyciszaniu genu CDKI (STRING). Panel
gorny: A - Geny o podwyzszonej ekspresji po wyciszeniu CDK1; B - Geny o obniZongj
ekspresji po wyciszeniu CDK1; C - wszystkie geny o zmienionym poziomie ekspresji. Panel
dolny: legenda do schematow.

W przypadku gendéw analizowanych w niniejszej pracy, wykazano, ze wspolna
cecha funkcjonalna gendw, ktore charakteryzuja si¢ podwyzszonym poziomem
ekspresji po wyciszeniu genu CDKI jest ich powiazanie z cytoszkieletem
komoérkowym. Trzy z biatek: FYN, CDK6 oraz CDK1, charakteryzuja si¢ obecnoscia
domen kinaz biatkowych 1 domen wiazacych ATP. Dodatkowo, biatkko CDK6 zostato
wskazane jako posiadajace, podobnie jak CDKI, aktywno$¢ biatkowej kinazy
serynowo/treoninowej zaleznej od cyklin. Szczegdétowe dane dotyczace analizy funkcji

genow oraz szlakow sygnatowych, w ktorych uczestnicza z uzyciem bazy STRING

przedstawia Tabela 21.
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Tabela 21. Wyniki analizy wzbogacenia funkcjonalnego sieci zalezno$ci pomig¢dzy genami
(biatkami) w oparciu o bazg danych STRING. FDR - spodziewany odsetek wynikow fatszywie
dodatnich (ang. false discovery rate).

Identyfikator
d:::z?:h szlaku Szl?kas:/hgvr;:k;wy FDR Biatka
4 (pathway ID) P y
Funkcja Aktywnosc biatkowej
molekularna o1 o gooae3 | | Kinazvserynowo- g 05 | cpKa, CDK6
(Molecular treoninowej zaleznej
Function) od cyklin
Domeny IPRO00719 Domena kinazy 000689 CDK1, CDK®,
i funkcje Domena biatkowa CDK1, CDK6
Y InterPro ’ ¢
(Protein IPRO11009 kinazopodobna 0,00683 FYN
Domains and . .
Kinaza biatkowa, CDK1, CDK®,
Features) IPRO17441 miejsce wigzania ATP 0,00683 FYN
cornirkons CALDL,
GO G0.0044430 Cytoszkielet 0,0228 | CDK1, CDK®,
(Cellular
FYN
Component)

Dla zbioru genéw o obnizonej ekspresji w liniach komoérkowych z obecnym

wyciszeniem CDK/ zaobserwowano interakcje biatkka CDKI1 z HISTIH2BJ oraz

HIST1HIC, jednakze nie zaobserwowano znaczacego wzbogacenia funkcjonalnego.

Brak

z wykorzystaniem  wszystkich  genow,

istotnego wzbogacenia funkcjonalnego odnotowano

dla

potwierdzono poprzez RT-qPCR (Rycina 20).

ktorych  wyniki

takze

dla analizy

z mikromacierzy

8.1.1. Analiza skutkow wyciszenia genu CDKI w liniach komorkowych

plaskonablonkowego raka krtani - testy funkcjonalne

8.1.1.1.

Tempo

proliferacji

komoérek badano poprzez

analize

Analiza tempa proliferacji komorek - monitoring przyzyciowy

z wykorzystaniem

monitoringu przyzyciowego. Tempo proliferacji komodrek ustalono na podstawie

pomiaré6w ich konfluencji w poszczegdlnych punktach czasowych po wykonaniu

transfekcji.
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Wykazano 11% obnizenie tempa proliferacji komorek linii komérkowej UT-SCC-
106A poddanej wyciszaniu genu CDK/ w poréwnaniu z liniag kontrolna. Wynik nie byt
istotny statystycznie: wartosci p dla punktow czasowych 24, 48 172 godziny od
momentu transfekcji wynosit odpowiednio 0,81, 0,26, 0,25 (test T dla danych
sparowanych). Obserwowany dla tej linii komdérkowej poziom wyciszenia genu CDK/

wynosit 76% (sd = 3,41) (Rycina 21).

UT-SCC-106A
120,00
100,00 -
& 8000
1
§ S0 g A UT-SCC-106A
E 40,00 ~&—kontrola siRNA  Kontrola
20,00
- SRS S | GAPDH 37kDa
0 12 24 26 48 B0 72
Czas hodowh [h] # | CcDK1 34kDa

Rycina 21. Analiza skutkéw wyciszania genu CDKI w LSCC - analiza tempa proliferacji
komorek: linia komoérkowa UT-SCC-106A. Lewy panel - wykres prezentujacy zmiany
konfluencji badanej linii komorkowej transfekowanej dupleksami siRNA: wyciszajacym gen
CDKI (niebieska linia) i kontrolnym (czerwona linia) w poszczegdlnych punktach czasowych
od transfekcji. Jako punkt Oh oznaczono moment transfekcji. Wyniki przedstawione jako
srednia z dwoch powtorzen z odchyleniem standardowym. Prawy panel - wyniki analizy
Western blot potwierdzajace wyciszenie genu CDK/ w badanej linii komérkowej. siRNA - linia
komoérkowa transfekowana dupleksem siRNA-A; kontrola - linia komorkowa transfekowana
dupleksem siRNA-N.

Dla pozostalych dwoch linii komoérkowych - UT-SCC-34 1 UT-SCC-107 nie
wykazano zmian tempa proliferacji (Rycina 22), pomimo wykazanego technika
Western blot znacznego stopnia wyciszenia genu CDK/ - odpowiednio 64% (sd = 4,20)
151% (sd = 0,62). Szczegotowe wyniki analizy przedstawione sa w Tabeli 22.

106



UT-SCC-107

120

m
Z a0 P
S ,f
= so .
3 —o—siRNA UT-5CC-107
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Rycina 22. Analiza skutkow wyciszania genu CDKI w LSCC - analiza tempa proliferacji
komoérek: linie komoérkowe UT-SCC-107 1 UT-SCC-34. Lewy panel - wykresy prezentujace
zmiany konfluencji badanych linii komoérkowych transfekowanych dupleksami siRNA:
wyciszajacym gen CDKI (niebieska linia) oraz kontrolnym (czerwona linia) w poszczegdlnych
punktach czasowych od transfekcji. Jako punkt Oh oznaczono moment transfekcji. Wyniki
przedstawione jako $rednia z dwoch powtorzen z odchyleniem standardowym. Prawy panel -
wyniki analizy Western blot potwierdzajace wyciszenie genu CDKI w badanych liniach
komorkowych. siRNA - linia komorkowa transfekowana dupleksem siRNA-A; kontrola - linia
komoérkowa transfekowana dupleksem siRNA-N.
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Tabela 22. Podsumowanie zmian tempa proliferacji linii komoérkowych podanych wyciszaniu
genu CDKI. siRNA — linia komdrkowa transfekowana dupleksem siRNA-A; kontrola -linia
komoérkowa transfekowana siRNA-N. Wartos$ci oznaczaja procent konfluencji komorek, sd -
odchylenie standardowe.

Konfluencja [%]
Czas inkubacji [h]
siRNA ‘ sd ‘ Kontrola sd
UT-SCC-106A
0 53 1,45 52 2,32
12 78 8,54 76 4,42
24 86 7,39 88 2,86
36 89 2,28 97 3,68
48 91 5,50 99 1,27
60 90 4,90 100 0,08
72 90 6,15 100 0,32
Tempo proliferacji 37 48
Zmiana tempa proliferacji 11
UT-SCC-34
0 53 2,37 53 1,92
12 75 4,39 70 0,81
24 87 6,78 81 2,12
36 93 3,13 90 3,68
48 98 2,26 96 0,63
60 99 0,70 97 2,02
72 100 0,25 98 1,57
Tempo proliferacji 47 45
Zmiana tempa proliferacji -2
UT-SCC-107
0 51 4,43 51 0,96
12 70 1,83 68 8,54
24 89 2,35 88 1,56
36 96 0,49 94 4,50
48 99 0,81 98 1,44
60 99 0,53 99 0,57
72 100 0,59 100 0,14
Tempo proliferacji 49 49
Zmiana tempa proliferacji 0
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Poprzez analiz¢ tempa proliferacji komorek z uzyciem monitoringu przyzyciowego
nie wykazano istotnych réznic pomigdzy liniami komérkowymi, w ktérych wyciszono

gen CDK] a liniami kontrolnymi.

8.1.1.2.  Analiza Zywotnosci komorek - test kolorymetryczny

Zywotnoéé komorek linii LSCC poddanych wyciszeniu genu CDK/ oraz komorek
kontrolnych zostata wyliczona z wykorzystaniem testu kolorymetrycznego (CCKS8), na
podstawie warto$ci absorbancji. Poréwnano wyniki uzyskane dla kazdej z linii
komoérkowej w trzech punktach czasowych: po uptywie 24, 48, 72 godzin od
transfekcji. Dla linii UT-SCC-34 zywotno$¢ komorek analizowana po 24, 48 172
godzinach wynosita odpowiednio: 86%, 88% oraz 92%. Zywotnos¢ linii UT-SCC-106A
po 24 godzinach wynosita 98% a w kolejnych punktach czasowych 100 i 101%. Wyniki
uzyskane dla poszczegdlnych linii nie sg istotne statystycznie.

Po zakonczeniu wykonaniu pomiaré6w kolorymetrycznych wykonano analizg
Western blot w celu potwierdzenia wyciszenia genu CDK/. Ustalono, ze poziom
wyciszenia genu w linii UT-SCC-34 wynosit 75% (sd =12), dla linii UT-SCC-106A
58% (sd =5,2).

Dla linit UT-SCC-107 dwa z wykonanych powtorzen testu nie powiodty sig. Jak
wykazano poprzez Western blot, w tych przypadkach nie obserwowano wyciszenia
genu CDK, stad zostaly one wykluczone z analizy. Wyniki przedstawione dla linii UT-
SCC-107 w niniejszej pracy uzyskane zostaly w jednym powtorzeniu i1 wynosity
odpowiednio dla poszczegdlnych punktow czasowych: 91%, 101%, 116%. Obnizenie
ekspresji genu CDK/ (na poziomie biatka) w linii transfekowanej dupleksem siRNA
wyciszajacym gen wynosito 60%. Niepowodzenie w wyciszaniu genu CDK] wynika¢
moze ze zbyt dtugiej hodowli linii komoérkowej UT-SCC-107 w stosunku do zalecanego
przez producenta odczynnika do transfekcji (<20 pasazy). Z przyczyn technicznych
niemozliwe byto uzyskanie w trakcie analiz innych komorek tej samej linii.

Uzyskane wyniki przedstawione sa na Rycinie 23, natomiast szczegdlowe dane
dotyczace absorbancji i zywotno$ci komorek zebrano w Tabeli 23.

Uzyskane dla badanych linii komorkowych wyniki nie wykazaty wpltywu

wyciszenia genu CDK/ na zywotno$¢ komorek ptaskonablonkowego raka krtani.
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Rycina 23. Analiza zywotnosci komorek - test kolorymetryczny. Po lewej przedstawiono
wykresy przedstawiajace wartosci absorbancji zmierzonej po uptywie 24, 48 1 72h od momentu
transfekcji stuzace do okreslenia Zzywotno$ci komoérek. Po prawej - wyniki Western blot
potwierdzajace wyciszenie genu CDK] w analizowanych liniach komorkowych LSCC. Wyniki
przedstawiono jako $rednig warto$¢ trzech pomiaréw z odchyleniem standardowym (linie UT-
SCC-34 1 UT-SCC-106A). Dla linii UT-SCC-107 przedstawiono jeden pomiar. siRNA - linia
komorkowa transfekowana dupleksem siRNA-A; kontrola - linia komorkowa transfekowana
kontrolnym dupleksem siRNA.
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Tabela 23. Szczegotowe wyniki uzyskane w analizie zywotnosci komorek z wykorzystaniem
testu kolorymetrycznego. siRNA - linia komodrkowa transfekowana dupleksem siRNA-A;
kontrola - linia komérkowa transfekowana dupleksem siRNA-N; Srednia - $rednia absorbancja
z trzech powtdrzen badania; n/a — brak danych (badanie wykonano w jednym powtdrzeniu), sd -
odchylenie standardowe.

Absorbancja Zywotno$é komorek [%]
Czas inkubacji
[h] siRNA sd Kontrola sd Srednia sd
UT-SCC-34
24 1,48 0,37 1,71 0,18 86 12,51
48 1,83 0,27 2,08 0,17 88 12,90
72 1,85 0,14 2,01 0,02 92 7,37
UT-SCC-106A
24 1,86 0,03 1,89 0,08 98 2,72
48 2,09 0,11 2,09 0,07 100 2,13
72 2,13 0,07 2,12 0,09 101 1,00
UT-SCC-107
24 1,53 n/a 1,68 n/a 91 n/a
48 1,57 n/a 1,56 n/a 101 n/a
72 1,59 n/a 1,38 n/a 116 n/a

W powyzszej czeséci analizy nie wykazano roznic w zywotnosci komoérek LSCC

z wyciszonym genem CDK]/ a liniami kontrolnymi.

9. Analizy dla wytypowanego potencjalnego genu supresji nowotworowej-

CEACAMG6

Z uwagi na podwyzszona metylacj¢ DNA regionu promotorowego genu CEACAM6
w liniach komoérkowych LSCC, gen ten moze by¢ potencjalnym genem supres;ji
nowotworowej. Wykonano analizy majace na celu oceng zmiany poziomu ekspresji

genu w liniach komorkowych LSCC na skutek inhibicji metylacji DNA.

9.1. Hamowanie metylacji DNA regionu promotorowego genu CEACAMG6 przy

uzyciu decytabiny w liniach komérkowych ptaskonablonkowego raka krtani

Dla obu badanych linii komoérkowych - UT-SCC-11 oraz UT-SCC-29 $redni
poziom metylacji DNA regionu promotorowego genu oraz poziom jego ekspresji
osiagnat warto$ci pordéwnywane w obu uzytych probach kontrolnych (komorki linii

hodowanej zwyklym medium hodowlanym oraz w medium z dodatkiem kwasu
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octowego). Tym samym wykazano, ze obserwowane zmiany wywotane sa wylacznie
dziataniem decytabiny (DAC), natomiast kwas octowy nie wplywa na hodowle
komorkowe. Analiza wynikOw oparta zostata o porownania wynikéw uzyskanych dla
linii indukowanych decytabina oraz inkubowanych z kwasem octowym.

W pierwszym etapie oceniono zmiany w poziomie globalnej metylacji DNA
poprzez analiz¢ poziomu metylacji sekwencji LINE-1. Wykazano, ze dla obu linii,
globalny poziom metylacji, mierzony jako $rednia ze wszystkich analizowanych
dinukleotydow CG dla danej proby zostat obnizony. Spadek poziomu metylacji w linii
UT-SCC-29 wynosit 8% w przypadku indukcji 0,3 pM DAC i1 12% w linii indukowane;j
0,1 uM DAC. Analogiczne poroéwnanie wykonane dla linii UT-SCC-11 wykazato
spadek 0 19% (0,3 uM DAC) 1 21% (0,1 uM DAC). Wykazano tym samym efektywna
inhibicj¢ metylacji DNA na skutek dzialania DAC w analizowanych liniach
komoérkowych LSCC. Szczegdélowe wyniki przedstawione sa na Rycinie 24, natomiast

wartosci liczbowe zebrano w Tabeli 24.

Tabela 24. Analiza zmiany poziomu metylacji DNA sekwencji LINE-1 w liniach komérkowych
UT-SCC-11 1 UT-SCC-29 pod wplywem decytabiny. CG - poszczeg6lne dinukleotydy CG;
DAC 0,1, DAC 0,3 - stezenia DAC zastosowane w tescie, odpowiednio: 0,1 1 0,3 uM; AA 0,1,
AA 0,3 - préby kontrolne dla odpowiednich stezen DAC (komoérki inkubowane z kwasem
octowym); mock - komorki inkubowane w medium bez dodatkéow; FM - proba kontrolnego
DNA w peini metylowanego; UM - proba kontrolnego DNA niemetylowanego,

Poziom metylacji DNA poszczegdlinych érednia Obniienie
. . o . oziomu
dinukleotydéw CG [%] metoylaqa sd m:tylacji ]
CG1 cG2 CG3 CG4 [%] (AA - DAC)
UT -SCC-11
DACO,1 13 9 13 16 13 2,87
AAQ,1 43 23 31 40 34 9,17 21
DACO,3 15 9 13 18 14 3,72
AA 0,3 42 23 31 35 33 8,15 19
MOCK 44 24 33 39 35 8,88
UT-SCC-29
DACO,1 8 6 9 9 8 1,57 12
AAQ,1 22 15 24 20 20 3,94
DACO,3 12 8 13 12 11 2,21
AAQ,3 21 15 23 19 20 3,77 8
MOCK 22 15 24 20 20 3,92
Kontrole
FM 84 45 55 56 60 16,81
UM 2 1 3 5 3 1,56
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Poziom metylacji LINE-1 pod wptywem DAC
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Rycina 24. Wykres prezentujacy zmiany poziomu metylacji DNA sekwencji LINE-1 w liniach
komoérkowych UT-SCC-29 i UT-SCC-11 pod wptywem decytabiny. Wyniki przedstawiono
jako $rednia z dwoch powtdrzen z odchyleniem standardowym. DAC 0,1, DAC 0,3 - stezenia
DAC zastosowane w tescie, odpowiednio: 0,1 i 0,3 uM; AA 0,1, AA 0,3 - proby kontrole dla
odpowiednich stgzen DAC (komorki inkubowane zkwasem octowym); mock - komorki
inkubowane w medium bez dodatkow; FM - kontrolna proba DNA w pelni metylowanego; UM
- kontrolna préba DNA niemetylowanego.

Poziom $redniej metylacji DNA regionu promotorowego genu CEACAMG6
w komorkach linii UT-SCC-11 hodowanych w obecnosci decytabiny obnizyt si¢ 0 60%
niezaleznie od zastosowanego stgzenia DAC. Jednocze$nie zaobserwowano ponad
trzykrotny wzrost poziomu ekspresji genu w liniach inkubowanych z decytabina
w odniesieniu do préb kontrolnych. Krotno$¢ zmiany wynosita 3,18 oraz 3,71
odpowiednio dla 0,1 uM 1 0,3 uM roztworu DAC.

W linii UT-SCC-29 obnizenie $redniej metylacji DNA wynosito odpowiednio 23%
oraz 18% dla DAC wstezeniu 0,1 10,3 pM. Jak wykazano, wlinii tej jeden
z dinukleotydéw CG nie ulega metylacji (por. rozdzial Wyniki, podrozdziat 4.2.). Dla

drugiego dinukleotydu obnizenie poziomu metylacji wynosito odpowiednio 44% oraz

38%. W linii tej obserwowano wzrost poziomu ekspresji genu CEACAMG6: 1,71 - krotny
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w przypadku linii inkubowanej z 0,1M DAC oraz 3,33 - krotny przy inkubacji w 0,3
UM roztworze decytabiny.

Wyniki przeanalizowano z wykorzystaniem testu korelacji Pearsona, wykazujac
silna negatywna korelacje (R =-0,9644, p=0,0082) dla linii UT-SCC-11, lecz brak
istotnej korelacji dla linii UT-SCC-29 (R =-0,6456, p=0,239). Jednakze, nalezy
odnotowac, iz jeden z dinukleotydow CG nie ulega metylacji w linii UT-SCC-29, co
prawdopodobnie wptywa na obserwowany brak korelacji.

W przedstawionej analizie obserwowano spadek poziomu metylacji DNA regionu
promotorowego genu CEACAMG6 oraz podwyzszenie jego ekspresji na skutek dziatania
czynnika blokujacego metylacjgc DNA - DAC. Poziom ekspresji imetylacji DNA
wykazywat silna negatywna korelacj¢ wlinii UT-SCC-11. Szczegétowe wyniki

przedstawiono na Rycinach 25 1 26, natomiast wyniki liczbowe zebrano w Tabeli 25.

Poziom metylacji DNA genu CEACAM6 pod wptywem DAC
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Rycina 25. Wykres prezentujacy zmiany poziomu metylacji DNA genu CEACAMG6 w liniach
komorkowych UT-SCC-29 i UT-SCC-11 pod wplywem decytabiny. Wyniki przedstawiono
jako $rednia z dwoch powtdrzen z odchyleniem standardowym. DAC 0,1, DAC 0,3 - stezenia
DAC zastosowane w tescie, odpowiednio: 0,1 10,3 uM; AA 0,1, AA 0,3 - proby kontrole dla
odpowiednich stgzenh DAC (komorki inkubowane zkwasem octowym); mock - komorki
inkubowane w medium bez dodatkéw; FM - proba kontrolnego DNA w pelni metylowanego;
UM - proba kontrolnego DNA niemetylowanego.
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Rycina 26. Wykres prezentujacy zmiany poziomu ekspresji genu CEACAM6 w liniach
komoérkowych UT-SCC-29 i UT-SCC-11 pod wptywem decytabiny. Wyniki przedstawiono
jako $rednia z dwoch powtdrzen z odchyleniem standardowym. DAC 0,1, DAC 0,3 - stezenia
DAC zastosowane w tescie, odpowiednio: 0,1 1 0,3 uM; AA 0,1, AA 0,3 - proby kontrolne dla
odpowiednich stgzen DAC (komorki inkubowane zkwasem octowym); mock - komorki
inkubowane w medium bez dodatkow.
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Tabela 25. Analiza zmian poziomu metylacji DNA oraz poziomu ekspresji genu CEACAM6
w liniach komoérkowych UT-SCC-11 iUT-SCC-29 pod wplywem decytabiny. Warto$ci
metylacji DNA przedstawione sa w procentach. Czerwonym kolorem oznaczono zmiang
poziomu metylacji dinukleotydu CG2 w linii UT-SCC-29. DAC 0,1, DAC 0,3 - stezenia DAC
zastosowane w tescie, odpowiednio: 0,1 1 0,3 uM; AA 0,1, AA 0,3 - kontrole dla odpowiednich
stezeh DAC (komoérki inkubowane zkwasem octowym); mock - kontrola inkubowana
w medium bez dodatkéw; FM - kontrolne DNA o peinej metylacji; UM - kontrolne DNA
niemetylowane, sd - odchylenie standardowe.

Poziom
metylacji DNA . . Obnizenie |Wazgledn L2
poszZzegjéInych Sredma! poziomu pogzi(::‘)my Krot-nosc
dinukleotydéw metoylaqa sd metylacji [%] | ekspres;ji sd zmiany
CG [%] ] (AA-DAC) | genu DAC/AA
CG1 CG2
UT-SCC-11
DACO,1| 27 43 35 11,37 3,65 0,67
60 3,18
AAOQ,1 94 97 95 1,76 1,15 0,18
DACO,3| 30 40 35 7,33 4,91 0,92
60 3,71
AAQ,3 94 96 95 1,58 1,32 0,05
MOCK 95 96 96 0,81 1,33 0,09
UT-SCC-29
DACO,1| 15 4 9 8,23 23 2,60 0,98 171
AAOQ,1 59 5 32 38,63 44 1,52 0,48
DACO,3| 21 3 12 12,67 18 6,34 3,24 333
AA 0,3 60 2 31 40,57 38 1,90 0,89
MOCK 62 3 32 42,35 2,43 1,23
Kontrole
FM 95 50 72 32,11
UM 2 2 2 0,32

Wyniki uzyskane dla wszystkich analiz wykonanych w trakcie przygotowywania

niniejszej pracy doktorskiej zebrane sa w Tabeli 26. Wyniki badan zmierzajacych do

potwierdzenia onkogennego charakteru genu CDKI 1 supresorowego potencjaty

CEACAMG6 przedstawiono w Tabeli 27.
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Tabela 26. Tabela zbiorcza przedstawiajaca wyniki uzyskane w toku wykonywania niniejszej pracy doktorskie;j.

Technika

Analizowane geny

Podwyiszona ekspresja genu w LSCC Obnizona ekspresja genu w LSCC

Wynik
(dla LSCC vs kontrole)

Mikromacierze ekspresyjne

ATAD2, CDK1, LAPTMA4B, SERPINH1,
CEACAMSG, CLCA4, FUT3, SFRP2

SNAI2, NETOZ2

Zmiana poziomu ekspresji genéw w LSCC

PCR w czasie rzeczywistym

ATAD2, CDK1, LAPTM4B, SERPINH1,

SNAI2, NETOZ2

CEACAMSG, CLCA4, FUT3, SFRP2

Potwierdzenie zmiany ekspresji genu w
LSCC: ATAD2, CDK1, LAPTMA4B, SERPINH1,
CEACAMG6, CLCA4, FUT3

Poréwnawcza Hybrydyzacja

ATAD2, CDK1, LAPTMA4B,

CEACAMG, CLCA4, FUT3

Brak zmian liczby kopii DNA genu

promotorowego

Genomoéw (a-CGH) SERPINH1
Potencjalna amplifikacja genéw ATAD2 i
. . 3 . LAPTMA4B
Zmiana liczby kopii genu i o B
o ATAD2, CDK1, LAPTMA4B, SERPINH1 CEACAME6, CLCA4, FUT3 Brak zmian liczby kopii DNA pozostatych
mutacje in silico ]
genow
Brak mutacji DNA
Metylacja DNA regionu Hypermetylacja CEACAM6, pozostate
ATAD2, CDK1, LAPTMA4B, SERPINH1 CEACAMEG6, CLCA4, FUT3 .
geny - brak zmian

Selekcja potencjalnego onkogenu i genu supresorowego
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Tabela 27. Wyniki analiz wykonanych dla genu CDKI wytypowanego jako potencjalny onkogen i genu CEACAM6 wytypowanego jako potencjalny gen

SUpresorowy.

Technika

Uzyskany wynik

Potencjalny onkogen: CDK1

Western blot

Wykazano podwyzszony poziom akumulacji biatka w LSCC,
Obecne biatko w formie ufosforylowanej: phospho T161

Barwienie immunohistochemiczne

Potwierdzono obecnos¢ biatka CDK1 w guzach LSCC

Sekwencjonowanie technikg Sangera

Wskazano polimorfizmy: rs1871446 i rs3212319,
Brak zmian czestosci ich wystepowania w grupie LSCC vs populacje firiska i europejska

Woyciszanie genu technika siRNA i testy funkcjonalne:

Woyciszenie genu CDK1

Analiza tempa proliferacji komorek - monitoring
przyzyciowy

Brak zmian wywotanych wyciszeniem genu CDK1

Analiza zywotnosci komadrek - test kolorymetryczny

Brak zmian wywotanych wyciszeniem genu CDK1

Potencjalny gen supresorowy: CEACAM6

Hamowanie aktywnosci metylotransferazy DNA

Wykazano obnizenie poziomu metylacji DNA regionu promotorowego genu

Pirosekwencjonowanie

Wykazano spadek poziomu metylacji DNA regionu promotorowego genu

PCR w czasie rzeczywistym

Wykazano wzrost poziomu ekspresji genu
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VI

DYSKUSJA

Plaskonablonkowy rak krtani (LSCC) stanowi powazny problem medyczny
1 spoteczny. Ze wzgledu na stabo specyficzne objawy rozwijajacej si¢ choroby jest ona
stosunkowo pdzno rozpoznawana. W zwiazku z tym, leczenie jest wprowadzane wobec
zaawansowanej choroby i wymaga drastyczniejszych metod, z laryngektomia catkowita
wlacznie. Skutkuje to trudnosciami w mowieniu iodzywianiu, co znacznie obniza
jako$¢ zycia pacjenta. Wspotczynnik 5S-letniego przezycia wsrod pacjentéw ze
zdiagnozowanym rakiem krtani utrzymuje si¢ na stosunkowo niskim poziomie 50% [1].
Jednoczes$nie obserwuje si¢ staly poziom zachorowan i zgondéw na przestrzeni lat.

Stworzenie panelu gendw o zmienionej ekspresji w nowotworze krtani moze
uprosci¢ 1 przyspieszy¢ stawianie diagnozy. Identyfikacja nowych onkogenéw i genow
supresji nowotworowej deregulowanych w LSCC moze przyczyni¢ si¢ do
precyzyjniejszej diagnostyki tych nowotworéw. Poznanie korelacji pomigedzy zmiana
poziomu ekspresji genu aparametrami okreslajacymi stopien zaawansowania
histologicznego 1danymi klinicznymi nowotworu/pacjenta moze mie¢ znaczenie
w okre$laniu rokowania dla danego pacjenta, jak choéby ryzyka wystapienia
przerzutow. Ze wzgledu na wysoka heterogennos$¢ nowotwordw glowy i szyi istotne
jest wytypowanie nowych gendw - potencjalnych markeréw specyficznych dla
nowotworu krtani.

Obszarem zainteresowania w niniejszej pracy byly geny o istotnie zmienionym
poziomie ekspresji w plaskonablonkowym raku krtani: ATAD2, CDKI, CLCA4,
CEACAMG6, FUT3, LAPTM4B, NETO2, SERPINHI, SFRP2, SNAI2. Zostaly one
wybrane na podstawie wynikéw globalnej analizy poziomu ekspresji genow
z wykorzystaniem mikromacierzy. W momencie ich selekcji w literaturze brakowato
doniesien na temat ich udziatu w rozwoju raka krtani. Dla kazdego z wybranych genow
przeprowadzono analiz¢ poziomu ekspresji genéw z wykorzystaniem techniki PCR
w czasie rzeczywistym atakze wykonano analiz¢ korelacji uzyskanych wynikow
z parametrami histologiczno-klinicznymi nowotworu. Podjgto takze probe identyfikacji
molekularnych mechanizméw prowadzacego do obserwowanych zmian. Wytypowano
rowniez po jednym z gendw o podwyzszonej i obnizonej ekspresji do szczegdtowych
analiz, w celu do§wiadczalnego potwierdzenia badz wykluczenia ich onkogennego lub

supresyjnego charakteru.
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Geny o podwyzszonym poziomie ekspresji w LSCC

Na podstawie analizy wynikéw uzyskanych z mikromacierzy ekspresyjnej
wytypowano 6 genow: LAPTM4B, ATAD2, CDKI, SERPINHI, SNAI2,
NETO? o istotnie podwyzszonym poziomie ekspresji w LSCC w odniesieniu do grupy
kontrolnej zlozonej z trzech prob RNA wyizolowanych z tkanek obrgbu glowy i szyi
wolnych od nowotworu. Aby potwierdzi¢ uzyskane wyniki, wykonano PCR w czasie
rzeczywistym (RT-qPCR). Wykorzystujac dane uzyskane dla grupy kontrolnej (RNA
uzyskane z trzech nienowotworowych tkanek obrgbu glowy i szyi), ustalono wartos¢
odcigcia - poziom wzglednej ekspresji genu, powyzej ktorej zmiang uznawano za
istotng 1 przyjmowano jako potwierdzenie podwyzszonej ekspresji genu. W ten sposob
wykazano podwyzszenie ekspresji 4 gendw: LAPTM4B (w 18/25 linii komorkowych),
ATAD?2 (14/25 linii), CDK1 (9/25 linii) oraz SERPINH1 (1/25 linii). Poziom ekspresji
gendw: SNAI2 oraz NETO2 we wszystkich analizowanych liniach komoérkowych
plasowal sig ponizej warto$ci odcigcia.

Rozbieznos¢ wynikdw obu analiz jest prawdopodobnie skutkiem zastosowania
réznego zestawu prob kontrolnych, co zuwagi na heterogenno$¢ tkanek i narzadow
zaliczanych do obrgbu glowy iszyi moze mie¢ znaczenie. Wykonanie obu analiz
z wykorzystaniem tego samego zestawu prob kontrolnych bylo niemozliwe ze wzgledu
na ich ograniczona dostgpno$¢. Odniesienie wynikéw uzyskanych w reakcji RT-qPCR
przeprowadzonej na liniach komorkowych w stosunku tylko do kontrolnego RNA
z catkowitej krtani - jedynej wspolnej proby kontrolnej dla mikomacierzy i RT-qPCR -
wskazuje na zwigkszony poziom ekspresji genow: ATAD2, CDKI1, LAPTM4B i NETO2
w 25/25, SERPINHI w 23/25 oraz SNAI2 w 22/25 analizowanych linii komoérkowych.
Jednakze, ze wzgledu na kryteria selekcji gendow przyjgte w niniejszej pracy, geny
SNAI2 oraz NETO?2 zostaly wykluczone z dalszej analizy.

Obserwowana nadekspresja gendw w liniach komorkowych raka krtani nie
wynikata ze zmian liczby kopii genu. Duplikacja/amplifikacja genu w liniach
komorkowych LSCC zostala wykluczona poprzez analiz¢ z uzyciem mikromacierzy
opartych o porownawcza hybrydyzacje genomow (array-CGH). Wyniki wlasne
uzupeiniono o dane dostepne w bazie danych cBioPortal [64], [65], dla duzej grupy
pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem glowy i szyi obejmujacej 279 probek HNSCC
(w tym: 72 z rakiem krtani). Najczgséciej wskazywane aberracje dotyczyly amplifikacji

genu ATAD?2 obserwowanej u 7/72 oraz LAPTM4B u 3/72 pacjentéw z nowotworem
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krtani. Wyniki dla liczby kopii DNA genu przedstawione w bazie danych nie sa wigc
zgodne sa z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy. Réznice moga wynikaé z
roznego podejscia do analizy danych. Baza cBioPortal prezentuje potencjalne zmiany
liczby kopii (ang. putative copy-number alterations) wyznaczone z pomoca algorytmu
GISTIC2.0 (ang. Genomic Identification of Significant Targets in Cancer). Algorytm
ten analizuje zmiany liczby kopii regionow DNA. W trakcie wykonywania rozprawy
analizowano dane z mikromacierzy badajac wartosci log2ratio dla doktadnie
wyznaczonych regiondw DNA, w ktorych zlokalizowane sa badane geny. W takim
ujeciu, podej$cie zastosowane w pracy pozwala na precyzyjniejsze oszacowanie liczny
kopii DNA badanego genu. Tym niemniej, amplifikacja moze by¢ potencjalnym
mechanizmem prowadzacym do nadekspresji genow ATAD2 1 LAPTM4B w
ptaskonabtonkowym raku krtani.

W oparciu o dane dostgpne w bazie cBioPortal przeprowadzono takze analizg in
silico sekwencji DNA pod katem wystgpowania potencjalnych mutacji aktywujacych.
Wykazano obecno$¢ mutacji wpltywajacej na zmiang sekwencji lub dtugosci produktu
biatkowego. Mutacje tego typu wystgpuja w niskim procencie w analizowanej grupie
pacjentow (0,4 - 1,8% przypadkéw co odpowiada 1 -5 pacjentom). Rowniez dane
zawarte w bazie COSMIC wskazuja na niski procent wystgpowania mutacji
w analizowanych genach: mutacj¢ zmiany sensu obecna w genie NETOZ2 wykazano
w 1/26 prob ptaskonablonkowego raka krtani. Pozwala to na zatoZenie, ze w przypadku
nowotworow gltowy 1szyi, amplifikacje 1 mutacje badanych gendéw nie moga byc¢
uznawane za gtdwne mechanizmy powodujace ich nadekspresjg.

Przeanalizowano takze poziom metylacji DNA regiondw promotorowych
wybranych gendéw w poszukiwaniu hipometylacji w liniach komdrkowych LSCC.
Obnizony poziom metylacji w kontek§cie nowotwordéw najczesciej rozpatrywany jest
jako mechanizm dotyczacy czgsci pozagenowe] genomu, prowadzacy do niestabilnosci
genomowej na skutek aktywacji retrotranspozondw oraz sekwencji powtarzajacych si¢
[23], [24]. Globalna hipometylacj¢ genomu prowadzaca do aktywacji onkogenow
potwierdzono w przewleklej biataczce limfocytowej (CLL), raku jelita grubego i piersi
[80], [81]. Hipometylacja regionéw promotorowych moze stanowi¢ takze jeden
z mechanizmoéw aktywacji onkogenow [82]. Jednakze jak wykazano w toku badan
prowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej, w przypadku wszystkich badanych
gendw poziom metylacji w liniach komoérkowych jest porownywalny z kontrolnymi

probami DNA z wymazéw zwnetrza policzka. W zwiazku ztym, mechanizm
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prowadzacy do podwyzszenia ekspresji analizowanych genéw pozostaje w dalszym
ciagu niewyjasniony. Przyczyna obserwowanych zmian moze by¢ zwigkszona ekspresja
badz podwyzszona aktywnos$¢ gendw indukujacych geny badane w pracy, takich jak
wzmacniacze transkrypcji (enhancery) czy czynniki transkrypcyjne. Wptyw moga mie¢
takze czynniki epigenetyczne inne niz metylacja DNA: acetylacja histondw, czy
obnizona ekspresja mikroRNA oddziatujacego z genami.

Wyniki analizy poziomu ekspresji uzyskane dzigki RT-qPCR poddano analizie
statystycznej (test U Manna-Whitney’a). Wykazano istotne statystycznie podwyzszenie
ekspresji genéw LAPTM4B, ATAD2 1 CDKI w liniach komoérkowych (n=25)
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (n = 3), (U-test, odpowiednio: p = 0,003, p = 0,001,
p=0,016). Zmiana poziomu ekspresji wymienionych genow w stosunku do grupy
kontrolnej obserwowana byla zar6wno w liniach komoérkowych wyprowadzonych
z guz6éw pierwotnych (n =16, odpowiednio wartosci p = 0,002, p =0,002, p=10,033)
jak 1 wznoéw (n =8, odpowiednio: p=0,048, p=0,024, p=0,024). Poziom ekspresji
genu SERPINHI nie wykazywal roznic istotnych statystycznie pomigdzy badanymi
liniami komérkowymi a liniami kontrolnymi (p = 0,07).

Podwyzszony poziom ekspresji genu LAPTM4B zaobserwowano w guzach wysoko
zréznicowanych (stadium G1 1 G2, n=20, p=0,001), ale nie nisko zréznicowanych
(G3, n=5, p=0,143) wodniesieniu do grupy kontrolnej (n=3). Jednoczes$nie
obnizenie ekspresji genu wzgledem prob kontrolnych obserwuje si¢ w liniach
komoérkowych niezaleznie od parametréw opisujacych wielkos¢ guza (T) czy stopien
zaawansowania weztowego (N). Moze to swiadczy¢ o potencjalnej roli genu LAPTM4B
na wczesnych etapach procesu nowotworzenia, zwiazanego z réznicowaniem komorek
w obrgbie objetym procesem nowotworowym. Jednoczes$nie zmiana utrzymuje si¢ przez
kolejne stadia choroby. Jak wykazano, gen ten zaangazowany jest Ww proces
autofagocytozy: jedna zreakcji komodrki na stres iniedobory pokarmowe. Komorki
nowotworowe wykorzystuja ten proces jako sposob na uzyskanie zrodia dodatkowe;j
energii pozwalajacej na rozwdj nowotworu, zapobiegajac wejsciu w stan anoikis, co
ulatwia przetrwanie po odlaczeniu od macierzy zewnatrzkomoérkowej itworzenie
przerzutow [83]. Jak wykazano, nadekspresja genu LAPTM4B w komorkach
nowotworowych wptywa na zywotnos¢ komorek poprzez zwigkszenie tolerancji na
stres, ~ wzmozona  autofagocytozg¢,  blokowanie  $ciezek  apoptotycznych
wykorzystujacych lizosomy [84], [85]. Mozliwe jest wigc, ze zwigkszenie ekspresji

genu LAPTM4B we wczesnych stadiach nowotworzenia pozwala na rozw6j komorek
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nowotworowych dzigki ominigciu systemow obronnych komorki. Wykazano takze
pozytywna korelacj¢ ekspresji LAPTM4B i receptora nablonkowego czynnika wzrostu -
EGFR [86] wraku zotadka. Sugeruje si¢ tym samym posrednia rol¢ LAPTM4B
w aktywowaniu EGFR [87], co moze stymulowa¢ rozw¢j nowotworu. Co istotne, u
pacjentow z gruczolakorakiem ptuc (lung adenocarcinoma) zaobserwowano dodatnia
korelacje ekspresji genu z paleniem tytoniu [88] - jedna z gldéwnych przyczyn rozwoju
raka krtani.

Poziom ekspresji genu ATAD2 byt istotnie podwyzszony w LSCC (p<0,05),
niezaleznie od parametrow histopatologicznych nowotworu. To sugeruje jego
zaangazowanie w proces nowotworzenia na wszystkich jego etapach. Gen ten stanowi
kofaktor dla onkogenu MYC przyczyniajac si¢ do gorszego rokowania, w tym
obnizonego czasu przezycia pacjentow. Podwyzszona ekspresja genu zwigzana jest
agresywnymi nowotworami piersi [89], endometrium [90] oraz nerki [91]. W niniejszej
pracy nie zaobserwowano korelacji ekspresji genu ATAD2 zczasem przezycia
pacjentow, od ktorych wyprowadzono linie komorkowe. Jednakze, badania
przedstawione w cytowanych publikacjach obejmuja wigksze grupy badane (55 1 wigcej
prébek), co w pordwnaniu z 25 prébami analizowanymi w niniejszej pracy moze miec
istotne znacznie.

Reasumujac, w niniejszej pracy wykazano istotnie podwyzszony poziom ekspresji
gend6w  LAPTM4B, ATAD2 1CDKI wLSCC wodniesieniu do grupy
nienowotworowych tkanek kontrolnych z obrgbu glowy 1iszyi. Poniewaz znaczaco
podwyzszony poziom ekspresji gendw obserwowany jest w liniach wyprowadzonych
z guzow o niskim stopniu zaawansowania oraz guzow pierwotnych, moga one

potencjalnie znalez¢ zastosowanie w diagnostyce nowotworu krtani.

Potencjalny onkogen LSCC - CDK1

Gen CDK] zostal wytypowany jako potencjalny onkogen w LSCC ze wzgledu na
jego nadekspresj¢ obserwowana w LSCC atakze na podstawie funkcji jaka pelni
w komorkach. Jego najwazniejsza rola polega na regulowaniu poszczegdlnych faz cyklu
komoérkowego. Stanowi podjednostke katalityczna kompleksu MPF (ang. Maturation
Promoting Factor) stymulujacego podziaty komorkowe: mitozg i mejoze. Kompleks ma
zdolnos$¢ fosforylacji szeregu bialek umozliwiajacych progresj¢ cyklu komorkowego,

w tym biatek odpowiedzialnych za tworzenie irozpad wrzeciona kariokinetycznego,

123



kondensacje chromosomow (fosforylacja histonow H1), rozpad otoczki jadrowej i bton
retikulum endoplazmatycznego (fosforylacja lamin) oraz fragmentacj¢ aparatow
Golgiego [92]. Ponadto wykazano interakcje¢ CDK1 z czynnikami transkrypcyjnymi
(miedzy innymi POUS5F1) oraz modulatorami epigenetycznymi (enzym EZH2 -
metylotransferaza wchodzaca w sktad kompleksu regulatorowego Polycomb,
metylujaca lizyny histonu H3 w pozycjach K27 1 K9) [93].

O istotnosci tego genu dla funkcjonowania komorki $swiadczy fakt, iz kodowana
przez niego kinaza zalezna od cyklin jest jedyna kinaza wystarczajaca do wejscia
komorki w stan mitozy [42]. W przeciwienstwie do pozostatych biatek z rodziny CDK,
funkcje CDKI1 nie moga by¢ przejete przez inne biatka. Jednocze$nie CDKI1 moze
przejmowac¢ funkcje innych biatek interfazowych zrodziny CDK: CDK2, CDK4,
CDK6 tworzac funkcjonalne kompleksy zodpowiednimi cyklinami [42], [94].
W mysich zarodkach pozbawionych genu CDKI podziaty komorkowe ustaja we
wczesnych etapach rozwoju blastocysty: ponizej 10 dnia rozwoju zarodkowego [95].
Myszy, u ktérych gen CDKI zostal warunkowo wylaczony (ang. conditional knockout)
sa zywe, jednakze zauwazono, ze komorki narzadéw z wylaczonym genem nie sa
zdolne wej$¢ w stadium mitozy. Komorki watroby z warunkowo wylaczonym CDK/
zatrzymuja si¢ w fazie G2 cyklu komorkowego [95], natomiast w komodrkach jajnika
oocyty pozbawione genu zatrzymuja si¢ w profazie pierwszego podziatu mejotycznego,
na skutek czego myszy pozostaja bezptodne [96].

Onkogenny charakter innych kinaz serynowo - treoninowych, do ktorych zaliczany
jest gen CDKI, takich jak PIM-1 czy C-RAF, postulowany byl wczesniej w innych
nowotworach [97]-[99], co dodatkowo sugeruje istotna rolg tej grupy gendw w procesie
kancerogenezy.

Uzyskane w toku niniejszej pracy wyniki wskazuja na udzial genu CDKI
w rozwoju 1 przebiegu ptaskonabtonkowego raka krtani. Jak juz wspomniano powyzej,
podwyzszona ekspresja genu wykazana zostala w analizie 2z wykorzystaniem
mikromacierzy anastgpnie potwierdzona poprzez PCR w czasie rzeczywistym.
Ponadto, wykazano, ze w odniesieniu do grupy kontrolnej ekspresja genu byla wyzsza
zaro6wno w liniach wyprowadzonych z guzow pierwotnych jak 1 wznoéw. Jako ze wzrost
ekspresji genu w liniach komoérkowych w poréwnaniu z grupa kontrolna obserwowano
niezaleznie od wielkosci guza, zdolnosci do tworzenia przerzutow (wg klasyfikacji
TNM) oraz stopnia zréznicowania komorek (G), wydaje sig, ze nadekspresja CDKI

wystepuje juz na wczesnych etapach nowotworzenia 1 utrzymuje si¢ w trakcie progresji.
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Podobne wyniki - nadekspresj¢ genu CDKI w nowotworze krtani w odniesieniu do
tkanki otaczajacej przedstawiono juz wczesniej [ 100]. W cytowanej pracy, podobnie jak
Ww niniejszej rozprawie doktorskiej, nie zaobserwowano istotnego zwiazku pomiedzy
poziomem ekspresji genu CDK/ (analizowanego z wykorzystaniem mikromacierzy)
a zdolnoscia do tworzenia przerzutoéw. Takze w innego typu nowotworach odnotowano
nadekspresje genu CDKI. Postuluje si¢ udziat CDKI w rozwoju migdzy innymi
ptaskonabtonkowego raka jamy ustnej [101], nowotworu piersi [102], nablonkowego
raka jajnika [103].

W celu potwierdzenia zmian ekspresji genu obserwowanych na poziomie mRNA,
wykonano dwie analizy poziomu akumulacji biatka CDKI1 w komoérkach LSCC.
Stosujac technikg Western blot wykazano obecno$¢ biatka we wszystkich
analizowanych liniach komodrkowych. W tkankach kontrolnych (prawidlowa tkanka
catej krtani oraz nabtonek krtani) nie obserwowano obecnosci biatka lub wystepowato
ono wilo$ci $ladowej. Zastosowano takze przeciwcialo przeciwko biatku CDKI
ufosforylowanemu w pozycji 161 treoniny potwierdzajac jego obecno$¢ w 22/24
badanych linii komoérkowych LSCC. Sugeruje to, ze badane bialko posiada aktywno$¢
kinazy, aczkolwiek, do jej jednoznacznego potwierdzenia wymagane sa inne analizy,
takie jak: potwierdzenie defosforylacji w biatka w pozycjach 14 treoniny i 15 tyrozyny,
obecnos$¢ kompleksu CDK1-Cyklina B.

Dodatkowo wykonano barwienie immunohistochemiczne majace na celu
uwidocznienie lokalizacji biatka CDK1 w guzach pierwotnych LSCC (materiale
klinicznym) w postaci bloczkow parafinowych. Analiza akumulacji biatka CDKI
wykazala jego obecno$¢ zaréwno w tkankach nowotworowych, jak i materiale
kontrolnym. Stwierdzono zréznicowana lokalizacj¢ biatka CDK1 w skrawkach na
obszarze zajgtym przez LSCC. Biatko CDKI1 jako zwiazane z proliferujacymi
komorkami wystepuje gtoéwnie w komorkach dzielacych sig [103]. Krtan pokryta jest
nabtonkiem wielowarstwowym plaskim nierogowaciejacym 1 nablonkiem walcowatym
migawkowym typu oddechowego [104]. Najintensywniejsza proliferacja zachodzi
w komorkach  warstwy  podstawnej - najglgbiej potozonej warstwy nabtonka.
W zwiazku ztym, w tkankach kontrolnych biatko uwidocznione bylo w postaci
jednolitego pasma utworzonego przez komorki walcowate. W komorkach kolejnych
(bardziej zewngtrznych) warstw i poza warstwa nabtonka kumulacja biatka CDK1 byta

zdecydowanie nizsza. W analizowanych skrawkach uzyskanych od pacjentow w
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utkaniu guza, warstwowa budowa nabtonka ulega zaburzeniu, stad intensywnie dzielace
si¢ komodrki nowotworowe rozproszone sa w calym obszarze.

Sprzecznos¢ wynikdéw uzyskanych dla prob kontrolnych uzytych w obu technikach
(Western blot 1 IHC) mozna wytlumaczy¢ takze réznicami w sposobie ich uzyskania -
jak na przyktad sposob cigcia fragmentu tkanki. W zalezno$ci od liczby komorek
pochodzacych z warstwy podstawnej nabtonka, udziat komodrek dzielacych si¢ moze sig
rozni¢. Proby kontrolne dostepne do wykonania Western blot pochodzity od osob
zdrowych, bez cech nowotworowych. W lizatach uzyskanych z krotkotrwatej hodowli
badz tez bezposrednio z nabtonka krtani §ladowe ilosci biatka byty widoczne. Skrawki
tkanek uzyte do analizy IHC stanowily marginesy pooperacyjne nabtonka krtani,
pobrane minimum 2 cm od utkania guza, a wigc tkanki precyzyjnie wyselekcjonowane;j
przed analiza; jednak byl to fragment tkanki narzadu objgtego procesem
nowotworowym. Zostato udowodnione, iz marginesy operacyjne,
nawet o potwierdzonym histopatologicznie nienowotworowym charakterze, stanowia
miejsce akumulacji wielu mutacji, a w konsekwencji zaburzonej/zmienionej ekspresji
bialek. Biatko CDKI1 moze by¢ obecne w marginesach operacyjnych, anawet
charakteryzowaé si¢ nadekspresja prowadzaca do wznowy [105], [106]. Fakt, iz
komorki nowotworowe obecne sa w prawidtowym histologicznie nabtonku narzadow
glowy 1 szyi zaobserwowal juz 1953 D. Slaughter [107]. Stworzyt on podwaliny teorii
kancerogenezy ptaszczyznowej (ang.  field cancerization) - niezaleznego
wieloogniskowego powstawania nowotworu, prowadzacego do czgstego tworzenia
wznow 1drugich pierwotnych nowotwordéw. Z biegiem lat teoria ta ulegata
modyfikacjom wraz z rozwojem technik biologii molekularnej [108], jednak mozliwo$¢
wystgpowania w marginesie operacyjnym i poza nim komorek mogacych zainicjowac
rozw0] nowego nowotworu jest bezsprzecznie przyjmowana przez badaczy
nowotworow glowy 1 szyi.

Aby wyjasni¢ mechanizm prowadzacy do obserwowanej nadekspresji genu CDK/
w ptaskonablonkowym raku krtani, przeanalizowano wyniki uzyskane z mikromacierzy
opartej o poréwnawcza hybrydyzacje genomoéw (Array-CGH). Wykazano brak zmian
liczby kopii DNA genu dla wszystkich analizowanych linii komorkowych, wykluczajac
w ten sposob obecnos¢ duplikacji lub amplifikacji genu. Wyniki te zgodne sa z danymi
dostgpnymi w bazie cBioPortal, gdzie jedyna zmiana liczby kopii - amplifikacja genu -
obserwowana byla u 2/279 (0,7%) pacjentow z HNSCC — obaj pacjenci zdiagnozowani

byli jako chorzy na nowotwor inny niz rak krtani. Nastgpnie przeanalizowano poziom
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metylacji DNA regionu promotorowego genu. Jak wykazano, poziom metylacji DNA
obserwowany zaréwno dla linii komérkowych wyprowadzonych z LSCC jak i guzow
pierwotnych jest na niskim poziomie, porownywalnym z badanymi nienowotworowymi
prébami kontrolnymi obrebu glowy iszyi. Wykluczono w ten sposéb hipometylacje
DNA jako mechanizm aktywujacy gen.

Kolejne podejscie stanowila proba identyfikacji mutacji aktywujacej gen. Poprzez
wykonanie sekwencjonowania technika Sangera wykryto dwa polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu (SNP). Pierwszy, rs1871446 zlokalizowany byt w obrebie
3’UTR  (chrl10:62553763-62553763, GRCh37/hgl9). W przypadku 20/25 linii
komoérkowych LSCC wystepowal genotyp homozygotyczny allelu macierzystego a w 4
kolejnych - w genotyp heterozygotyczny. Proba poréwnania poziomu ekspresji genu
CDK1 w liniach komorkowych rdzniacych si¢ wariantem polimorfizmu nie powiodta
si¢ ze wzgledu na zbyt mala grupe linii w ktoérych zidentyfikowano genotyp
homozygotyczny allelu macierzystego. Jednoczesnie wg bazy danych 1000 Genomes,
czestosci alleli dla badanych linii komorkowych sa identyczne jak w populacji finskiej
(A: 0,12, G: 0,88) 1 porownywalne do czgstosci obserwowanej w populacji europejskiej,
odpowiednio: A: 0,21, G: 0,79. Nie obserwowano takze roéznic w rozkladzie alleli
i genotypéw polimorfizmu w liniach komoérkowych LSCC w poréwnaniu do grup
populacyjnych. W zwiazku z powyzszymi danymi, uznano, ze polimorfizm rs1871446
nie wplywa na patogenezg LSCC.

Drugi ze zidentyfikowanych polimorfizmow CDKI: 1s3212319 (chr10:62551816-
62551816, GRCh37/hgl9) to delecja cytozyny w pozycji +5 intronu 6. Sposrdd
badanych linii zmiana wystgpowata w 13/25 linii komoérkowych w uktadzie
heterozygotycznym natomiast w 2/25 linii komorkowych wykryto delecjg
homozygotyczna. Czgstosci poszczegdlnych alleli w badanych liniach komoérkowych
LSCC (GC: 0,66, G-: 0,34) byly porownywalne z czgstoSciami obserwowanymi
zarowno dla populacji finskiej (GC: 0,58, G-: 0,42) jak i europejskiej (GC: 0,64, G-:
0,36). Nie obserwowano rdéznic w rozkladzie alleli 1 genotypéw polimorfizmu
w badanych liniach komoérkowych LSCC w poréwnaniu do zadnej z grup
populacyjnych. Analiza statystyczna nie wykazata istotnej korelacji pomigdzy ekspresja
genu a obecnoscia zidentyfikowanych polimorfizméw (test U Manna-Whitney’a,
p=0,88). Polimorfizm rs3212319 stanowi wariant regionu splicingowego i moze
wptywaé na prawidlowe sktadanie produktu biatkowego genu. Aby sprawdzié, czy

delecja wptywa na wielko$¢ biatka wykonany zostal Western blot z wykorzystaniem
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przeciwciala skierowanego przeciwko koncowi N biatka. Pozwolito to na ewentualna
detekcje zarowno formy prawidlowej, jak iskroconej na skutek delecji. Jednakze
w zadnej z analizowanych linii komérkowych nie wykryto skroconej formy bialka.
W liniach komorkowych, w ktérych wykazano genotyp homozygotyczny allelu
macierzystego polimorfizmu w analizie Western blot wykazano obecno$¢ biatka
prawidtowej wielkosci, co dodatkowo sugeruje brak wplywu polimorfizmu na dhugosé
kodowanego biatka.

Analizy majace na celu ustalenie przyczyny obserwowanej nadekspresji genu
CDKI w liniach komorkowych ptaskonablonkowego raka krtani nie pozwolity na
wytypowanie jednego mechanizmu molekularnego. By¢ moze, jak w przypadku
pozostatych gendw analizowanych w niniejszej pracy, powodem obserwowanej zmiany
jest nadekspresja innych genow wptywajacych na CDK/ lub zmiany epigenetyczne inne
niz metylacja DNA.

Czgsto wystepujacy w nowotworach podwyzszony poziom ekspresji genu CDK/
oraz rola jaka pelni w komorce predysponuje go jako potencjalny cel dla terapii
celowanej. Inaktywacja genu CDK/ ma takze dodatkowe znaczenie w terapii
przeciwnowotworowej. Potwierdzono zwiazek pomigdzy obnizeniem ekspresji genu
CDKI awrazliwoécia na cisplatyneg - jeden z wazniejszych lekéw stosowanych
w leczeniu nowotworow glowy iszyi. Po wyciszeniu genu zuzyciem siRNA oraz
roskowityny  zaobserwowano  obnizona  proliferacj¢ = komorek  zlodliwego
migdzybtoniaka oplucnej wraz ze zwigkszona wrazliwos$cia na cisplatyng [109]. Takze
komorki nabtonkowego raka jajnika wykazuja wyzsza podatno$¢ na dziatanie
cisplatyny po wyciszeniu genu CDK/ z zastosowaniem shRNA [103].

W niniejszej pracy  przeanalizowano  wplyw  wyciszenia  genu
CDK1 w plaskonabtonkowym raku krtani na ekspresj¢ innych genow - potencjalnie
zaleznych od CDK1 oraz proliferacjg 1 zywotnos¢ komorek. Jak dotad, badania takie nie
byly prowadzone w raku krtani.

Do analizy skutkow wyciszenia genu CDKI zuzyciem siRNA w LSCC
wytypowano trzy linie komorkowe rozniace si¢ poziomem ekspresji genu: UT-SCC-34
(poziom ekspresji genu ponizej wartosci odcigcia ustalonej na podstawie ekspresji
CDK1 w grupie nienowotworowych kontroli), UT-SCC-107 (poziom ekspresji powyzej
wartos$ci odcigcia) oraz UT-SCC-106A (najnizsza ekspresja genu). W pierwszym etapie
dwie linie komoérkowe: UT-SCC-34, UT-SCC-107 poddano przejsciowej transfekcji

a RNA znich wyizolowane przeanalizowano z uzyciem mikromacierzy ekspresyjne;j.
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Wytypowano 157 gendéw o dwukrotnie podwyzszonym lub obnizonym poziomie
ekspresji  w liniach komoérkowych LSCC poddanych wyciszeniu genu CDKI
w porownaniu z linig kontrolng (ta sama linia komoérkowa transfekowana dupleksem
siRNA o sekwencji nonsensownej). Sposréd nich wybrano geny, ktoérych zmiang
poziomu ekspresji potwierdzano poprzez RT-qPCR. Geny te zostaly wyselekcjonowane
w oparciu o dane uzyskane dzigki analizom z uzyciem narzedzi bioinformatycznych.
Pierwsza grupg stanowily geny wchodzace wspolnie z CDKI1 w szlaki sygnatowe
(wedlug bazy danych STRING, FDR<0,05): sciezka sygnatowa, w ktorej bierze udziat
receptor Fc (geny: CDC42, CDKI, DOCKI, ERBB2, FYN, MYOIC, PTK2, TSC2,
WASF2) oraz $ciezka sygnalowa z udziatem receptora naczyniowego czynnika wzrostu
srodbtonka (CDC42, CDKI, DOCKI, FYN, PTK2, SHB, WASF2). Dodatkowo
wykazano zaangazowanie genoéw: CDC42, DOCKI, FYN, MYOIC, PTK2, WASF2
w Sciezke sygnalowa zwiazana z fagocytoza, w ktorej bierze udziat receptor Fc-gamma.
Sposréod wymienionych gendw, ekspresja CDC42, DOCKI, FYN, byta podwyzszona
w liniach komoérkowych z wyciszonym genem CDKI, podczas gdy ekspresja
pozostatych genow uleglta obnizeniu. Druga grupe genéw analizowanych poprzez RT-
gPCR sktadata si¢ z czternastu genow (biatek) potencjalnie oddzialujacych z CDKI.
Dla dziewigciu z gendéw: HISTIHIC, HISTIH2BJ, MYBL2, RUNXI, SMARCAA4,
SMC14, TMEM67, TSC2, UBE2I, obserwowano spadek poziomu ekspresji. Poziom
ekspresji pozostatych pigciu: CALDI, CDC42, CDK6, FYN oraz HELLS byl
podwyzszony w liniach poddanych wyciszaniu genu CDK /.

Poprzez analiz¢ RT-qPCR potwierdzono podwyzszenie poziomu ekspresji dla
gendw CDK6 1 FYN we wszystkich trzech analizowanych liniach komérkowych LSCC
oraz CALDI w liniach UT-SCC-34 1 UT-SCC-107. Wykazano takze obnizenie ekspresji
genodw HISTIHIC w linii UT-SCC-34, HISTIH2BJ w liniach UT-SCC-34 1 UT-SCC-
107, MYOIC we wszystkich trzech analizowanych liniach komorkowych, RUNXI
w linii UT-SCC-106A oraz SHB w linii UT-SCC-34. Wyniki uzyskane dla pozostatych
gendw nie potwierdzity zmian poziomu ekspresji obserwowanego w badaniu
z wykorzystaniem mikromacierzy. Nie potwierdzono tym samym istotnego wplywu
CDK na analizowane $ciezki sygnatowe.

Wykorzystujac baz¢ danych STRING ponownie przeanalizowano interakcje
pomiedzy genami CALDI, CDK6, FYN, HISTIHIC, HISTIH2BJ, MYOIC, RUNXI,
SHB 1 CDKI. Nie obserwowano istotnego wzbogacenia funkcjonalnego dla grupy

analizowanych genow, gdy analizowano wszystkie geny oraz gdy grupg ograniczono do
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gendw o obnizonej ekspresji. Dla wszystkich gendw o podwyzszonej ekspresji
wykazano istotne wzbogacenie funkcjonalne w zakresie organellum komoérkowego -
powiazanie z cytoszkieletem komorkowym atakze domen biatkowych 1 funkcji
molekularnych: obecno$¢ domen kinaz biatkowych i kinazopodobnych (CDK6, FYN)
oraz aktywno$¢ bialkowej kinazy serynowej (CDK6). Uzyskane w tej czg$ci pracy
wyniki sugeruja istotny, bezposredni wptyw obnizenia ekspresji CDKI na wzrost
ekspresji genow CALD1, CDK6 oraz FYN.

Nalezy jednak zauwazy¢, iz w badaniach wykonywanych w ramach niniejszej
pracy skupiono si¢ wylacznie na genach bezposrednio oddzialujacych z genem CDK]/
badz wchodzacych z nim we wspdlne szlaki sygnatowe. Nie mozna zatem wykluczy¢,
ze zmiana poziomu ekspresji pozostatych gendw jest posrednim skutkiem wyciszenia
genu CDKI. Analiza sieci interakcji migdzy biatkami jaka uzyskano dzigki bazie
danych STRING na etapie selekcji genéw potencjalnie zaleznych od CDKI
potwierdzita  zlozono$¢ interakcji migdzy  bialkami  kodowanymi  przez
geny o zmienionym poziomie ekspresji w analizowanych liniach komérkowych (Rycina
18). Dane literaturowe wskazuja, 1z CDKI1 oddziatuje zszerokim spektrum
genow/biatek. W komorkach drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) wykazano interakcje
Cdkl1 z 75 genami [43], u cztowieka - z 213 genami (baza danych bioGRID, stan z dnia
01.12.2017). Biorac pod uwage ten fakt atakze zlozono$¢ szklakoéw sygnatowych
mozliwe jest, iz przynajmniej czg$¢ z gendOw pominigtych w niniejszej rozprawie jest
warta uwagi w badaniach prowadzonych w przysztosci.

Aby przeanalizowac rolg genu CDK1 petniona w komoérkach nowotworowych oraz
zweryfikowac¢ jego potencjalnie onkogenny charakter w nowotworze krtani, wykonano
testy funkcjonalne zuzyciem linii komdrkowych LSCC. Wykorzystano dwa testy:
kolorymetryczny do analizy Zywotnosci komorek oraz monitoring przyzyciowy do
badania proliferacji komorek raka krtani po wyciszeniu genu CDKI. Pomimo
znacznego wyciszenia ekspresji genu CDKI (ponad 50%) nie wykazano istotnych
zmian w zywotno$ci komodrek ani tempie ich proliferacji. Aby potwierdzi¢ wlasciwy
dobor testow do analizy iwarunkow ich przeprowadzenia wykonano analogiczne
analizy z wykorzystaniem linii komorkowej HelLa (linia komorkowa wywodzaca sig
z raka szyjki macicy). W badaniu tym wykazano istotne obnizenie Zywotnosci komorek
poddanych wyciszaniu (Suplement 1). Tym samym wykazano, ze wyniki uzyskane dla
linii komérkowych LSCC sa specyficzne dla raka krtani.
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Wiyniki testow funkcjonalnych uzyskane w toku analiz opartych o wyciszanie genu
CDKI w liniach komoérkowych LSCC mozna wyjasni¢ na kilka sposobow. Jednym
z nich moze by¢ zbyt niski stopien wyciszenia genu. Pomimo, iz ekspresja CDKI po
zastosowaniu dupleksu siRNA wyciszajacego gen zostala znacznie obnizona, to jednak
poziom aktywno$ci genu byl wystarczajacy do utrzymania proceséw proliferacji
1 zywotno$ci na niezmienionym poziomie w LSCC. Dodatkowo, obnizenie ekspresji
CDKI1 mogloby by¢, wpewnym stopniu, kompensowane poprzez podwyzszenie
poziomu ekspresji innych genow. Jak wykazano, geny o podwyzszonym poziomie
ekspresji w liniach komérkowych poddanych wyciszaniu CDK1: CDK6, CALDI, FYN
zaangazowane sa w regulacje cyklu komoérkowego. Jednakze ich aktywnos$¢ przypada
w innych jego punktach.

Geny CDK6 1 FYN naleza do kinaz biatkowych. CDK6 (ang. Cyclin Dependent
Kinase 6), podobnie jak CDKI jest bialkowa kinaza serynowo - treoninowa. Biatko
CDKG6 stanowi katalityczna podjednostke kompleksu biatkowego odpowiedzialnego za
progresj¢ fazy Gl oraz przejScie fazy Gl w S wtrakcie cyklu komorkowego.
Podjednostka regulatorowa kompleksu jest cyklina D. Kompleks ten peini istotna rolg
w regulacji cyklu komorkowego i proliferacji. Wykazano, ze odpowiada on za
inaktywacj¢ biatka RB poprzez jego monofosforylacj¢ we wczesnej fazie G1 cyklu
komorkowego. W poznej fazie G1 aktywowane zostaja kolejne kompleksy biatkowe:
Cyklina E-CDK2 oraz Cyklina A-CDK2, ktore odpowiadaja za dopehienie fosforylacji
biatka RB w pozostalych miejscach fosforylacji. W efekcie RB ulega inaktywacji
1 komorka moze wejs¢ w fazg S cyklu komorkowego [110], [111].

Gen FYN (ang. FYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase) jest
protoonkogenem z rodziny Src biatkowych kinaz tyrozynowych, zaliczanych do kinaz
niereceptorowych. Biatka te zaangazowane sa w procesy proliferacji, migracji, inwazji
1 adhezji komorek a takze w podziaty komorkowe [112], [113]. Jak wykazano, biatko
FYN zlokalizowane jest w mikrotubulach wrzeciona kariokinetycznego w trakcie
podzialow mitotycznych 1 mejotycznych, wptywa na zwigkszona polimeryzacjg
mikrotubul oraz ich stabilizacje, dzigki czemu przyspiesza progresj¢ fazy M cyklu
komorkowego. Za fosforylacje aktywujaca biatko w trakcie mitozy odpowiada CDK1
[114]-[116]. Dodatkowo udowodniono, ze ekspresja genu FYN wzrasta ponad 100-
krotnie w linii komorkowej ludzkich keratynocytéw po transdukcji konstrukcja z genem
H-Ras na skutek aktywacji S$ciezki sygnatowej Ras/PI3K/Akt. Nadekspresja genu

przyczynia si¢ do zwigkszenia zdolnosci komoérek do migracji i inwazji [117].
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Gen CALDI (ang. Caldesmon I) koduje bialko kaldesmon. Dzigki mozliwosci
wiazania si¢ z miozyna, tropomiozyna, kalmoduling i aktyna funkcjonuje jako regulator
skurczu migéni gladkich i ruchu w komérkach niemig$niowych. Poprzez oddziatywania
1 reorganizacj¢ cytoszkieletu aktynowego wplywa na migracje, adhezje, inwazje
i proliferacje komorek [118]. Kaldesmon fosforylowany jest przez CDK1 w kompleksie
zcykling A2 1Bl oraz, wmniejszym stopniu, CDK2 zcyklinami A2 1iEl.
Oddziatywanie z kaldesmonu z CDK1, podobnie jak kompleksu CDK6 z cykling K,
umozliwia rozlaczenie mikrofilamentow w trakcie mitozy [119].

Inng przyczyna braku zmian proliferacji i zywotno$ci komodrek po wyciszeniu genu
CDKI moze by¢ kontekst genetyczny -inne zmiany wystgpujace w genomie
analizowanych linii komorkowych. Jako przyktad takiej interakcji moze stuzyé
zalezno§¢ od  poziomu ekspresji genu MYC. W liniach komoérkowych
charakteryzujacych si¢ podwyzszona ekspresji genu MYC po wyciszaniu genu CDK/
z wykorzystaniem siRNA lub zwiazkéw chemicznych, takich jak RO-3306 czy
CGP74514A obserwowano znaczaco zwigkszona apoptozg¢ 1iobnizong zywotnos¢
komorek linii komorkowych raka piersi [120], [121]. Wykazano wplyw blokowania
genu przez niskoczasteczkowe inhibitory kinaz zaleznych od cyklin takich jak
roskowityna i purvalanol A. Obnizenie ekspresji CDKI prowadzi woéwcezas do
obnizenia ekspresji genu BIRC5 kodujacego surwiwing - inhibitor apoptozy
fosforylowany przez CDKI, co prowadzi do indukcji apoptozy komorek, w ktorych
wystgpowata nadekspresja genu MYC [122]. Dodatkowo, wrazliwos¢ na inhibitory
genow z rodziny CDK jest proporcjonalna do poziomu ekspresji MYC. Prawidlowos¢ tg
zauwazyt zespot kierowany przez Gogg zarowno dla nietransformowanych
fibroblastéw, komorek nabtonkowych jak 1rdznego typu nowotworow [122].
W badaniach prowadzonych w ramach niniejszej pracy nie analizowano szczegdétowo
korelacji poziomu ekspresji CDKI 1MYC, poniewaz analiza mikromacierzy
ekspresyjnych nie wskazywata na podwyzszona ekspresje genu MYC w liniach
komoérkowych LSCC (Suplement 2). Zkolei jak wykazala grupa badaczy pod
kierunkiem Xiao, zastosowanie siRNA do wyciszenia genu CDK/ w linii komorkowe;j
HeLa nie wywotalo wzmozonej apoptozy a jedynie spowodowato zatrzymanie cyklu
komoérkowego w fazie G2/M cyklu komorkowego [123].

W celu dokladniejszej analizy roli genu CDKI w rozwoju nowotworu, nalezatoby
przesledzi¢ skutki jego indukowanej nadekspresji w liniach komorkowych

prawidlowego (nienowotworowego) nabtonka lub modelu mysim.
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Uzyskane w toku badan w ramach niniejszej pracy wyniki nie potwierdzity wpltywu
genu CDKI na tempo proliferacji oraz zywotno$¢ komodrek nowotworowych
pochodzacych z linii komérkowych raka krtani. Tym samym, gen nie moze zostaé

uznany za onkogen zaangazowany w rozwdj ptaskonabtonkowego raka krtani.

Geny o obnizonym poziomie ekspresji w LSCC

Analiza wynikéw uzyskanych z mikromacierzy ekspresyjnej pozwolita na
wybranie 4 gendw o istotnie obnizonym poziomie ekspresji w LSCC: CLCA4,
CEACAMG, FUT3 oraz SFRP2. Obserwowana zmiang potwierdzono poprzez RT-qPCR
w 22/25 (CLCA4) 18/25, (FUT3), 14/25 linii komérkowych (CEACAMG6). Poziomu
ekspresji genu SFRP2 nie udalo si¢ zanalizowa¢ pomimo uzycia trzech par
starterow o roznej lokalizacji. Sekwencje jednej z par starterow pochodzity z publikacji
[63]. Produktu PCR nie wuzyskano zaréwno w probkach analizowanych linii
komoérkowych jak iprobkach kontrolnych obregbu glowy iszyi. Dodatkowa analiza
wykonana z wykorzystaniem zestawu prob cDNA uzyskanych linii komoérkowych
innych niz LSCC oraz limfocytow krwi obwodowej potwierdzita prawidtowa
optymalizacj¢ warunkoéw reakcji. W zwiazku z niemoznoscia przeprowadzenia reakcji
RT-qPCR zuzyciem badanego materiatu, gen SFRP2 zostal wykluczony z dalszej
analizy.

Wykonano analizy zmierzajace do ustalenia mechanizmu odpowiedzialnego za
obserwowane zmiany. Z pomoca poréwnawczej hybrydyzacji genomow wykluczono
delecje regionow, w ktorych zlokalizowane sa badane geny. Wyniki te potwierdza
analiza przeprowadzona w oparciu o bazg danych cBioPortal. Delecj¢ genu FUT3
potwierdzono  w przypadku 2/279  pacjentow znowotworem glowy 1iszyi
zgromadzonych w bazie. Dla pozostatych genow nie obserwowano zmian liczby kopii
mogacych wplywac na obnizenie poziomu ekspresji. Na podstawie wynikow z tej samej
bazy wykluczono réwniez znaczacy udzial mutacji w obnizeniu poziomu ekspres;ji
analizowanych genow. Zidentyfikowano mutacje w obrebie genu CLCA4 u 3/279 oraz
w genie CEACAMG6 u 1/279 pacjentow, jednak zaden z nich nie chorowat na raka krtani.
Takze baza COSMIC potwierdza obecno$¢ 1 mutacji zmiany sensu w genie FUT3
zanotowanej w 1/26 analizowanych prob plaskonablonkowego raka krtani. W bazie tej

brak informacji na temat obecno$ci mutacji w pozostatych genach.
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Czgstym mechanizmem inaktywacji genow jest hipermetylacja DNA ich regionow
promotorowych. Poprzez pirosekwencjonowanie wykazano, iz w przypadku genu
CEACAMG6 poziom metylacji jest podwyzszony w liniach komoérkowych w stosunku do
grupy kontrolnej o §rednio 34%. W zwiazku z tym, gen ten wytypowano do bardziej
szczegbtowej analizy, co zostanie omowione w kolejnym rozdziale. Dla pozostatych
dwoch gendéw nie zaobserwowano rdéznicy w poziomie metylacji genu w liniach
komoérkowych w odniesieniu do grupy kontrolne;.

Tym samym nie wskazano mechanizmu odpowiedzialnego za obnizenie ekspresji
gendw FUT3 i CLCA4. Przyczyna moze by¢ zmieniony poziom ekspresji i aktywnos$ci
genéw, od ktorych zalezna jest ekspresja analizowanych gendw - wyciszaczy
transkrypcji  (silencerow), czynnikdw transkrypcyjnych oraz innych genow
wchodzacych we wspdlne $ciezki z FUT3 1 CLCA4. Nie mozna takze pominaé
oddziatywan epigenetycznych, jak np. podwyzszony poziom mikroRNA oddziatujacych
z badanymi genami czy deacetylacja histonow.

Geny CLCA4 1 FUT3 nie byty, jak dotad, badane w kontek$cie rozwoju nowotworu
krtani, aczkolwiek znane sa nieliczne doniesienia o ich udziale w innych nowotworach
glowy iszyi. Jak dotad, dostgpne publikacje dotyczace udzialu genu CLCA4 w
nowotworach glowy iszyi wskazuja na obnizona jego ekspresj¢ w raku jezyka [124]
1jamy ustnej [125]. Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie wskazuja na istotne
obnizenie poziomu ekspresji w guzach o niskim stopniu zaawansowania T1/2 (n = 15)
oraz G1/2 (n=20) wzgledem grupy kontrolnej (n=3) (test U Manna-Whitney’a,
odpowiednio p=0,005 1ip=0,008). Jednoczesnie, obserwowana byla rdznica
w poziomie ekspresji genu w liniach wyprowadzonych znowotworéw dajacych
przerzuty (N+, n=6) jak niedajacych przerzutow (NO, n=19) w stosunku do grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitney’a, odpowiednio p = 0,021 i p =0, 028) jak i obu grup
linii wzgledem siebie (NO vs N+, p=0,038), wskazujac na nizszy poziom ekspresji
genu w grupie linii wyprowadzonych z guzow dajacych przerzuty.

Analizujac wyniki uzyskane dla genu FUT3 wykazano obnizenie poziomu jego
ekspresji ~ w guzach o parametrach  histopatologicznych  sugerujacych  wysoka
agresywno$¢. W odniesieniu do grupy kontrolnej, istotna zmiana poziomu ekspresji
obserwowana byla wliniach komoérkowych  wyprowadzonych ze wznow,
guzow o wysokim stopniu zaawansowania - G3 (n=5) oraz dajacych przerzuty (N+,
n=06): test U Manna-Whitney’a, odpowiednio p =0,036 ip=0,024. Rola tego genu

W procesie tworzenia przerzutow nowotworow glowy 1szyi byla badana wcze$nie;.
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Yadav 1 wspotpracownicy badali role wolno krazacych komorek endotelialnych
pochodzacych znaczyn okolonowotworowych w przerzutach. Komorki te,
charakteryzujace si¢ nadekspresja genu BCL2 pelnia role ochronna dla komorek
nowotworowych 1 poprzez E-selektyne utatwiaja ich adhezj¢. Badania in vivo u myszy
wykazaty, ze brak E-selektyny w komoérkach endotelialnych lub FUT3 w komodrkach
nowotworowych (plaskonabtonkowy rak jezyka) podanych do uktadu krwiono$nego
myszy obniza zdolno$¢ tworzenia przerzutu HNSCC do ptuc [126]. Badania dotyczace
udzialu genu FUT3 w powstawaniu przerzutow w kontek$cie tworzenia
nowotworowych komoérek macierzystych (ang. Cancer Stem Cells, CSC) wykonat
Desiderio wraz ze wspolpracownikami [127]. Wykazal on podwyzszenie ekspresji genu
w orosferach w odniesieniu do ich adherentnych odpowiednikéw linii komorkowych
raka jamy ustnej. Obie publikacje razem moga thumaczy¢ sprzeczno$¢ uzyskanych
wynikow z dotychczas przedstawionymi badaniami. Po pierwsze - material badawczy
pochodzacy z innej lokalizacji (krtan versus jama usta). Po drugie - nadekspresja genu
obserwowana byla w komorkach nie zwigzanych zpodlozem. W pracy zespotu
kierowanego przez Desiderio wykazano bardzo niska ekspresj¢ genu FUT3 w
komorkach adherentnych. Na takich tez komorkach opieraja si¢ prace prowadzone
w toku badan do niniejszej rozprawy. W zadnej z do tej pory opublikowanych prac nie
wskazano na rdznice w poziomie ekspresji genu w nowotworze glowy 1szyi
w odniesieniu do prawidtowej tkanki nabtonkowej z tego regionu.

Znaczaco obnizony poziom ekspresji genu CLCA4 w liniach komorkowych LSCC
wyprowadzonych z guzdéw pierwotnych 1 guzdw o niskim stopniu zaawansowania
w odniesieniu do nienowotworowych prob kontrolnych moze zosta¢ wykorzystany jako
czynnik diagnostyczny w rozpoznawaniu raka krtani. Jednocze$nie jako iz
obserwowano istotng réznicg w ekspresji genéw pomigdzy liniami wyprowadzonymi
z guzow dajacych przerzuty (N+) inie dajacych przerzutow (NO) mozna wskazac jego
potencjalne zastosowanie prognostyczne. Takze FUT3 moglby zosta¢ wykorzystany
w ocenie rokowan pacjenta, ze wzglgdu na obnizenie poziomu ekspresji liniach

wyprowadzonych ze wznoéw oraz wysoko zaawansowanych guzow.

Potencjalny gen supresji nowotworowej - CEACAM6

CEACAMG6 nalezy do grupy gendéw kodujacych biatko bgdace CEA-podobna

czasteczka adhezyjna. CEA (antygen karcynoembrionalny, ang. carcinoembryonic
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antygen) stanowi glikoproteing zlokalizowana na powierzchni ludzkich komorek,
petniac role w ich adhezji. CEACAMG6 wystepuje glownie w prawidtowych komdrkach
nabtonka, w tym nabtonka wystepujacego w narzadach glowy iszyi (jezyk, $linianki,
migdalki) oraz w granulocytach [128].

Na podstawie uzyskanych wynikéw, sposrod analizowanych gendéw wytypowano
CEACAMG6 jako gen o najwigkszym potencjale supresorowym. W wigkszosci
analizowanych linii komorkowych ptaskonablonkowego raka krtani (14/25)
obserwowano istotne obnizenie poziomu jego ekspresji. Zmiana dotyczyla gltownie
wznoéw oraz guzdéw o wysokim stopniu zaawansowania: T3/4 (n= 10, test U Manna-
Whitney’a, p = 0,049) oraz G3 (n =5, test U Manna-Whitney’a, p = 0,036). Wynik ten
wydaje si¢ sprzeczny z danymi prezentowanymi w dostgpnej literaturze, poniewaz
wczesniejsze badania wskazuja na jego onkogenny charakter. Podwyzszony poziom
ekspresji genu obserwowano w raku jelita grubego, trzustki, prostaty i piersi [129]-
[131]. Poziom ekspresji CEACAMG6 koreluje pozytywnie ze stopniem zaawansowania
nowotworow zotadka i trzustki [131], [132], zaburzona polaryzacja iroéznicowaniem
komorek oraz podwyzszonym ryzykiem wystapienia wznowy 1 skroceniem czasu
wolnego od choroby u pacjentow znowotworem jelita grubego [129], [133].
Nadekspresja genu pozytywnie wptywa na promocj¢ procesu EMT (ang. Epithelial to
Mesenchymal Transition) oraz inwazj¢ in vitro 1tworzenie przerzutow in vivo
w modelach raka trzustki [134]. Z drugiej strony, komorki raka piersi o potwierdzone;j
ekspresji genu (CEACAMG", gtownie rak HER2-dodatni) charakteryzuja si¢ nizszym
potencjatem proliferacyjnym oraz nizsza zdolnoscia do wywotania nowotworu
w modelu mysim w porownaniu do komorek, w ktorych ekspresja CEACAM6 nie
wystgpowata (glownie typ podstawny raka) [135]. Jednocze$nie wykazano, ze
wyciszenie aktywnosci CEACAM6, na przykltad zwykorzystaniem zjawiska
interferencji RNA (siRNA) obniza zdolnos¢ komorek linii komorkowe) raka jelita
grubego do tworzenia przerzutow [129] oraz zwigksza wrazliwos¢ komorek raka
trzustki na anoikis [136]. Dostgpne dane wskazuja wigc na zalezno$¢ pomigdzy
dzialaniem genu, pelniong przez niego rola a miejscem rozwoju nowotworu. Mozna
wigc domniemywaé, ze obnizona ekspresja CEACAM6 w LSCC moze jednocze$nie
pozytywnie wptywac na zwigkszenie rozmiaréw guza, hamowac réznicowanie komorek
1 negatywnie wpltywaé na tworzenie przerzutdw, na przyktad poprzez zwigkszona

$miertelnos¢ komorek raka krtani po oderwaniu od guza.
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Na silng tkankowa specyficzno$¢ genu CEACAMG6 wskazuje takze fakt, iz jego
ekspresja jest zroznicowana w réznych typach nowotworéw oraz prawidtowych
komorek, nawet zlokalizowanych wtym samym narzadzie. Poziom ekspresji
CEACAMG6 w raku gruczotowym pluc jest wyzszy niz w raku ptaskonablonkowym
[130], w prawidlowym nabtonku pgcherzyka plucnego i oskrzeli znacznie wyzszy niz
w przydance podsluzéwkowej [137]. Wazny jest takze kontekst genetyczny - obecnosé
innych zmian w genomie, np. powstawanie genow fuzyjnych, zmieniona ploidia
komorek. W dziecigcej ostrej biataczce limfoblastycznej typu B (BCP-ALL) ekspresja
CEACAMG6 obserwowana byla wylacznie w przypadkach, gdzie potwierdzono fuzj¢
gené6w BCR-ABL, natomiast brak ekspresji CEACAMG6 obserwowano w przypadkach,
gdzie wystgpowaty geny chimeryczne: ETV6-RUNXI, MLL-AF4, MLL-AF9, MLL-ENL
lub E24-PBX1. U pacjentéw, u ktorych nie wystgpowata fuzja genéw charakterystyczna
dla tego typu biataczki, ekspresja CEACAM6 wystgpowala czgéciej u pacjentow, u
ktérych obserwowano ekspresj¢ CRLF2 oraz hiperploidi¢ (wigcej niz 51
chromosomow) [138]. Wykazano takze zmienng ekspresje genu CEACAM6 w liniach
komoérkowych wyprowadzonych zregiondw gltowy 1iszyi. Grupa prowadzona przez
Cameron przeprowadzita analiz¢ poréwnujaca poziom ekspresji genu w prawidlowych
keratynocytach naskérka z liniami komoérkowymi wyprowadzonymi z regionu glowy
1 szyl. Wspomniani badacze wykazali znacznie podwyzszony poziom ekspresji genu
w dwoch liniach komorkowych: Detroit 526 (wyprowadzona z komoérek wysigku
oplucnowego; przerzut raka gardla) oraz linii Cal27 pochodzacej zraka jezyka.
Jednoczes$nie, w innych liniach komorkowych wyprowadzonych z raka jezyka (SCC25,
SCC15, SCCY) oraz gardta (FaDu) poziom ekspresji genu w liniach byt obnizony. [78].
Ta sama grupa zauwazyta takze, ze nadekspresja u pacjentoéw z HNSCC ma charakter
ogniskowy (ang. focal). Analizujac wyniki barwienia immunohistochemicznego
wykazata obecno$¢ intensywnie wybarwionych skupisk komorek, otoczonych
komoérkami pozbawionymi biatka CEACAMG6. To sugeruje dodatkowy poziom
zmienno$ci nowotworu - wewnatrznowotworowa heterogenno$¢ (ang. intratumoural
heterogeneity). Obserwacja ta zgodna jest takze zjednym z wariantow teorii
kancerogenezy ptaszczyznowej, zakladajacej istnienie réznych klonow komorek
w obregbie nowotworu, z ktéorych jeden zyskuje przewage and pozostalymi i daje
poczatek nowemu guzowi [108], [139]. Takze dane dostgpne w bazie Protein Atlas
(www.proteinatlas.org version 17) wskazuja na roznice w poziomie ekspresji

CEACAMG6 w nowotworach glowy 1szyi. Stosujac barwienie immunohistochemiczne
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z wykorzystaniem dwoch réznych przeciwcial, analizowano obecno$¢ biatka
CEACAMG6 u o$miu pacjentéw ze zdiagnozowanymi nowotworami gtowy i szyi (4 raki
ptaskonabtonkowe 14 gruczolakoraki). Obecnos¢ biatka potwierdzono u dwoch
pacjentow - 1 rak ptaskonabtonkowy i1 gruczakolakorak S$linianki [140], [141].
Podobne zréznicowanie poziomu ekspresji byto widoczne takze w toku badan niniejsze;j
pracy. W poréwnaniu z poziomem ekspresji obserwowanym dla prawidtowej krtani,
w jednej z linii komoérkowych (UT-SCC-106A) obserwowano ponad czterokrotnie
wyzszy poziom ekspresji, podczas gdy dla pozostatych 24 linii obserwowano znaczne
obnizenie ekspresji. W niniejszej pracy porownywano poziom ekspresji genu w liniach
komoérkowych wyprowadzonych z ptaskonablonkowego raka krtani z nabtonkiem
oskrzeli 1tchawicy oraz catej krtani. Prawdopodobne jest wigc, ze wysoki poziom
ekspresji CEACAMG6 w prawidlowych nabtonkach narzadéw obrebu glowy 1 szyi ulega
istotnemu obnizeniu na skutek procesu nowotworzenia.

Sposrod analizowanych w niniejszej pracy genow, CEACAMG6 byt jedynym, dla
ktérego wykazano istotna zmiang¢ poziomu metylacji DNA regionu promotorowego
w liniach komodrkowych plaskonabtonkowego raka krtani w odniesieniu do
nienowotworowych préb kontrolnych (test U Manna-Whitney’a, p = 0,000003).

Hipermetylacja genu CEACAMG6 i obnizenie jego ekspresji wczesniej obserwowane
bylo w podtypie podstawnym nowotworu piersi [142], [143]. W niniejszej pracy
doktorskiej nie zaobserwowano istotnej korelacji pomigdzy poziomem metylacji genu
a jego ekspresja w LSCC, co moze by¢ spowodowane zbyt niska liczba badanych préb
(25 linii komdérkowych). Mimo to, uznano, iz hipermetylacja DNA regionu
promotorowego moze by¢ mechanizmem prowadzacym do obnizenia ekspresji genu
wraku krtani. Aby potwierdzi¢ t¢ hipotezg, wykonano analiz¢ wplywu zwiazku
hamujacego metylacje DNA - Decytabiny (5-Aza- 2’-deoksycytydyna, DAC) na
poziom metylacji DNA 1 ekspresj¢ genu w ptaskonablonkowym raku krtani. Dwie linie
komorkowe LSCC hodowano w obecnosci DAC w medium hodowlanym, wykonano
izolacj¢ DNA i1 RNA anastgpnie przeprowadzono analiz¢ poziomu metylacji DNA
poprzez pirosekwencjonowanie oraz analiz¢ ekspresji metoda PCR w czasie
rzeczywistym. W efekcie obserwowano obnizony poziom metylacji DNA regionu
promotorowego genu po inkubacji z Decytabing 1 jednoczes$nie wzrost poziomu jego
ekspresji. To sugeruje, ze hipermetylacja genu CEACAM6 moze odpowiadaé za
obnizenie poziomu jego ekspresji w plaskonabtonkowym raku krtani. Aczkolwiek,

nalezy pamigta¢, iz zastosowany w pracy odczynnik (DAC) powoduje globalna
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inhibicj¢ metylacji DNA. Tym samym pozwala na uaktywnienie wcze$niej
zablokowanych czynnikow wptywajacych na aktywno$¢ genu, np. czynnikéw
transkrypcyjnych. W zwiazku z czym, nie mozna wykluczy¢, ze gen ulega obnizonej
ekspresji na skutek dodatkowych czynnikow, innych niz metylacja DNA, jak chocby
interakcje migdzybiatkowe czy inne modyfikacje epigenetyczne. Precyzyjnych
informacji na temat roli CEACAM6 w komorkach dostarczylaby analiza skutkow
wyciszenia lub wytaczenia genu w linii komdrkowej prawidlowego nabtonka na drodze
inzynierii genetyczne;j.

Reasumujac, ze wzglgdu na brak korelacji pomigdzy poziomem metylacji DNA
genu 1ijego ekspresji niemozliwe jest jednoznaczne CEACAMG6 jako genu supresji

nowotworowej w ptaskonablonkowym raku krtani.
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VIL

PODSUMOWANIE

W niniejszej pracy analizowano grupe genow: ATAD2, CDKI, CEACAMG6, CLCA4,
FUT3, LAPTM4B, NETO2, SERPINHI, SFRP2, SNAI? pod katem ich potencjalnego
charakteru onkogennego lub supresorowego w rozwoju/przebiegu ptaskonablonkowego
raka krtani. Geny wybrano na podstawie zmienionego poziomu ich ekspresji w LSCC.
Nastgpnie potwierdzono obserwowane zmiany poziomu ekspresji: ATAD2, CDKI,
CLCA4, CEACAMG6, FUT3, LAPTM4B, SERPINHI oraz podjeto probeg identyfikacji
mechanizmu molekularnego mogacego by¢ za nie odpowiedzialnym.

Przeanalizowano korelacje zmian poziomu ekspresji analizowanych genow
z parametrami  histologiczno-klinicznymi  nowotworu.  Wskazano  potencjalne
zaangazowanie poszczegolnych gendw w roznym stadium choroby:

e obnizony poziom ekspresji genow FUT3 oraz CEACAMG6 liniach komorkowych
wyprowadzonych ze wznoéw (poréwnaniu z grupa kontrolna) oraz niski poziom
ekspresji genu FUT3 w guzach dajacych przerzuty moga sugerowaé ich
znaczenie w zaawansowanych nowotworach krtani,

e zmieniony w stosunku do grupy kontrolnej poziom ekspresji genow: LAPTM4B,
ATAD2, CDKI, CLCA4 wliniach komorkowych wyprowadzonych
z guzOow o niskim stopniu zaawansowania (T1/2 1 G1/2) sugeruje ich udziat we
wczesnych stadiach rozwoju nowotworu,

e istotne roznice w poziomie ekspresji genu CLCA4 pomigdzy liniami
komorkowymi  wyprowadzonymi  z guzéw  dajacych  przerzuty (N+)
1 niedajacych przerzutow (NO) wskazuja na jego udziat w tworzeniu przerzutow
raka krtani do weztow chlonnych.

Jako potencjalny onkogen wytypowany zostal gen CDKI. Potwierdzono jego
zwigkszona ekspresj¢ w LSCC w odniesieniu do prawidlowej krtani oraz innych tkanek
obrebu glowy 1 szyi zarowno na poziomie mRNA jak 1 biatka. Przeanalizowano skutki
jego wyciszenia w komdrkach nowotworowych, wskazujac brak zmian w zywotnosci
i proliferacji komorek nowotworowych w liniach o obnizonym poziomie CDKI.
Uzyskane wyniki nie byly wystarczajace, aby CDKI wuzna¢ za onkogen
w analizowanym typie nowotworu. Ponadto wytypowano geny o istotnie zmienionej
ekspresji w liniach komérkowych poddanych wyciszaniu CDKI: CDK6, FYN oraz
CALDI jako potencjalnie od niego zalezne i, by¢ moze, kompensujace niedobory

CDK1 w komorkach ptaskonabtonkowego raka krtani.
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Sposréd 10 gendw jedynie dla genu CEACAMG6 ustalono potencjalng przyczyng
obnizonej ekspresji w LSCC. Ze wzgledu na obserwowana hipermetylacje DNA
w liniach komérkowych LSCC w stosunku do nienowotworowych prob kontrolnych
gen ten uznany zostal za potencjalny gen supresji nowotworowej w tym typie raka.
Jednakze uzyskane w toku pracy wyniki, migdzy innymi brak korelacji pomigdzy
poziomem metylacji DNA genu apoziomem jego ekspresji, nie pozwolily na
jednoznaczne potwierdzenie tej hipotezy.

Dla pozostalych gendéw nie ustalono przyczyny obserwowanej zmiany poziomu
ekspresji. Na podstawie badan in silico - opartych na analizie informacji zebranych
w bazie danych cBioPortal jako potencjalng przyczyng nadekspresji genéw ATAD?2
1 LAPTM4B wskazano ich amplifikacje. Jednakze wyniki wlasne uzyskane w toku
niniejszej pracy nie potwierdzaja zmiany liczby kopii DNA wymienionych genow.
Obserwowane zmiany w poziomie ekspresji pozostalych gené6w moga by¢ wynikiem
zmian w aktywnos$ci iprofilu ekspresji innych gendéw zaangazowanych wte same
Sciezki sygnatowe co badane geny. Istotny jest zwlaszcza poziom ekspresji 1 aktywnosci
ich potencjalnych inhibitorow badz aktywatorow, wzmacniaczy 1 wyciszaczy
transkrypcji oraz czynnikow transkrypcyjnych. Zmiany moga rowniez wynikaé ze
zmian epigenetycznych, innych niz metylacja DNA, jak na przyklad acetylacja
histonéw lub oddzialywania z mikroRNA. Takze profil ekspresji mikroRNA w LSCC
istotnie wptywa na profil ekspresji genow. Tym niemniej, obserwowana istotno$¢ zmian
poziomu ekspresji genow ATAD2, CDKI, CEACAM6, CLCA4, FUT3, LAPTM4B,
SERPINHI w liniach komérkowych LSCC w odniesieniu do prob kontrolnych sugeruje

ich zaangazowanie w rozwdj plaskonabtonkowego raka krtani.
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VIII. WNIOSKI

1. Wyniki badan wskazuja na potencjalny udzial genow: ATAD2, CDKI,
CEACAMG6, CLCA4, FUT3, LAPTM4B, w patogenezie plaskonablonkowego raka
krtani.

2. Korelacja poziomu ekspresji genow: ATAD2, CDKI, CEACAMG6, CLCA4,
FUT3, LAPTM4B z danymi histopatologiczno-klinicznymi nowotworu (w oparciu
o klasyfikacje TNM oraz G) wskazuje na:

A. zaangazowanie gendow: ATAD2, CDK1, CLCA4, LAPTM4B, we wczesnym etapie

nowotworzenia,

B. obnizenie ekspresji genow CEACAM6 1 FUT3 w zaawansowanych nowotworach

krtani,

C. udziat genu CLCA4 w tworzeniu przerzutdw raka krtani do weztow chtonnych.

3. Wskazano hipermetylacj¢ DNA regionu promotorowego genu CEACAMG6 jako
potencjalna przyczyne obnizenia jego ekspresji w LSCC. Jednoczes$nie wykluczono
zmiany liczby kopii DNA badanych gendéw oraz mutacje w sekwencji DNA jako
czynniki wplywajace na obserwowane zmiany poziomu ich ekspresji w

ptaskonablonkowym raku krtani.

4.  Uzyskane w toku niniejszej pracy wyniki:

A. nie pozwalaja na jednoznaczne uznanie genu CEACAMG6 za gen supresji
nowotworowej w ptaskonablonkowym raku krtani,

B. nie potwierdzaja onkogennej roli genu CDKI w ptaskonablonkowym raku krtani,

C. sugeruja wystgpowanie mechanizmu kompensacji niedoboru biatka CDKI1
w komorkach ptaskonablonkowego raka krtani, ktory pozwala na utrzymanie
niezmienionego tempa proliferacji 1zywotnosci komodrek. Wskazano trzy

potencjalne geny dla dopetniania funkcji CDK1: CALDI, CDK6 i FYN.
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IX.

STRESZCZENIE

Ptaskonabtonkowe nowotwory gtowy i szyi (LSCC, ang. Laryngeal Squamous Cell
Carcinoma), stanowia znaczacy problem medyczno-spoteczny. Pomimo rozwoju
medycyny - zarowno w zakresie diagnostyki jak 1iterapii, zapadalno$¢ na ten typ
nowotworu oraz $miertelno$¢ utrzymuja si¢ od lat na wysokim poziomie. Duze nadzieje
poktada si¢ w badaniach genetycznych prowadzacych do identyfikacji potencjalnych
markerow nowotworowych oraz wskazania celow molekularnych dla terapii
personalizowanej. Liczne badania zmierzajace do poznania kontekstu genetycznego
LSCC pozwolity na wytypowanie onkogenow (np. PIK3CA, EGFR) i gendw supresji
nowotworowej (np. TP53, RBI) zaangazowanych w proces kancerogenezy w obrgbie
tkanek gtowy i szyi.

Nowotwory glowy iszyi stanowia ztozona i heterogenna grupg. Pomimo, iz
rozwijaja si¢ w tym samym regionie organizmu ich biologia i genetyka jest odmienna.
Z tego powodu, w niniejszej pracy skupiono si¢ na nowotworach rozwijajacych sig
w jednej lokalizacji, a mianowicie krtani. Identyfikacja zmian specyficznych dla
kancerogenezy zachodzacej w tym regionie ma znaczenie dla diagnostyki, terapii
i okreslania rokowan dla pacjenta.

W niniejszej rozprawie doktorskiej analizowano udziat wybranych gendéw pod
katem ich potencjalu onkogennego Iub supresorowego w LSCC. Geny zostaly
wytypowane na podstawie zmienionego poziomu ich ekspresji w liniach komorkowych
raka krtani w stosunku do grupy nienowotworowych prob kontrolnych. Do analizy
wybrano 6 genow charakteryzujacych si¢ podwyzszona ekspresja: ATAD2, CDKI,
LAPTM4B, NETO2, SERPINHI, SNAI2, a takze 4 geny o obnizonym poziomie
ekspresji: CEACAM6, CLCA4, FUT3 oraz SFRP2. Analiza korelacji obserwowanych
zmian profilu ich ekspresji z parametrami histologiczno-klinicznymi nowotworow,
z ktorych wyprowadzono linie komérkowe, pozwolila na wskazanie genéw: ATAD?2,
CDKI1, CEACAMG6, CLCA4, FUT3 oraz LAPTM4B, jako potencjalnie zaangazowane
w patogeneze ptaskonablonkowego raka krtani w roznych stadiach zaawansowania
choroby. Aby potwierdzi¢ udziat analizowanych genow w poszczegdlnych etapach
rozwoju choroby, uzyskane w toku niniejszej pracy badania powinny w przysztosci
zosta¢ uzupetnione o analizy z wykorzystaniem materiatlu klinicznego (fragmentdéw

guzow krtani).
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W ramach rozprawy podjeto takze probg identyfikacji mechanizmu molekularnego
odpowiedzialnego za deregulacje ekspresji badanych genow. Przeprowadzono analize
poziomu metylacji DNA regionéw promotorowych genow, wykazujac hipermetylacje
genu CEACAMG6 wliniach komoérkowych LSCC. Sens biologiczny wyniku
potwierdzono poprzez zastosowanie czynnika blokujacego metylacj¢ DNA
(Decytabina), dowodzac, ze wraz ze spadkiem poziomu metylacji DNA przywrocona
zostaje ekspresja CEACAMG6. Na podstawie uzyskanych wynikow, gen ten zostat
wytypowany jako potencjalny gen supresji nowotworowej w LSCC. Jednakze w toku
badan prowadzonych w niniejszej pracy nie udato si¢ jednoznacznie potwierdzi¢ jego
supresorowego charakteru.

Dodatkowo, poprzez analiz¢ in silico informacji zebranych w bazie danych
cBioPortal wskazano amplifikacj¢ genow ATAD2 1 LAPTMA4B jako potencjalny
mechanizm prowadzacy do ich nadekspresji. Jednak ocena liczby kopii DNA uzyskana
dzicki zastosowaniu mikromacierzy (poréwnawcza hybrydyzacja genomow) nie
potwierdza tej obserwacji. Takze dla pozostatych z analizowanych w niniejszej pracy
gendéw nie wykazano zmian liczby kopii DNA. Analiza in silico informacji zebranych
w bazach danych cBioPortal i COSMIC pozwolita na wykluczenie mutacji w sekwencji
DNA badanych genéw jako przyczyny sprawczej zmian. W zwiazku z tym,
molekularny mechanizm prowadzacy do zmiany poziomu ekspresji analizowanych
gendw pozostat nieustalony.

Ze wzgledu na podwyzszona ekspresj¢ w liniach komorkowych LSCC oraz funkcje
pelnione w komorce, jako potencjalny onkogen wytypowano CDKI. Aby poznad
znaczenie genu w nowotworze krtani przeanalizowano skutki jego wyciszenia w liniach
komoérkowych. Pomimo, iz gen ten zaangazowany jest wregulacje cyklu
komodrkowego, nie zaobserwowano obnizenia ZywotnoS$ci i1 tempa proliferacji komorek.
Tym samym nie mozna potwierdzi¢ onkogennego charakteru genu CDKI w rozwoju
LSCC. Jako przyczyng braku zmian tych parametréw zaproponowano kompensacje
niedoboru CDKI poprzez inne geny. Jako najbardziej prawdopodobne wytypowano
CDK6, CALDI, FYN, poniewaz poziom ich ekspresji zostal istotnie zwigkszony po
wyciszeniu CDK].

Reasumujac,  wniniejszej pracy  doktorskiej  przeanalizowano  grupe
gendw o zmienionym poziomie ekspresji w LSCC. Wskazano korelacj¢ poziomu ich
ekspresji ze stopniem zaawansowania nowotworu krtani oraz mechanizmy mogace

wptywaé na poziom ich ekspresji. Badania zostaty przeprowadzone gléwnie na liniach
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komoérkowych LSCC. Z tego powodu, w celu potwierdzenia wykrytych korelacji
niezbgdna jest analiza z wykorzystaniem wigkszej liczby guzow nowotworowych
uzyskanych bezposrednio od pacjentow. Ponadto, dla potwierdzenia potencjatu
onkogennego 1 supresorowego wytypowanych genoéw nalezatoby rozszerzy¢ badania
funkcjonalne o analizy z uzyciem nienowotworowej linii komorkowej nabtonka

ptaskiego lub modelu zwierzgcego.
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X.

SUMMARY

Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC) is an important medical and
social problem. Despite development in medicine, including better diagnostic and
therapy methods, the morbidity as well as mortality rates associated with this type of
cancer remain still high. Application of molecular techniques for a better understanding
of cancer genetics, identification of potential markers of carcinogenesis or targets for
personalized therapy is a promising approach for diagnosis and treatment. So far,
numerous studies have been conducted to expand the knowledge of cancer development
and progression. Numerous genes were indicated as oncogenes (like PIK3CA, EGFR) or
tumor suppressor genes (such as 7P53, RBI) involved in head and neck carcinogenesis.

Head and neck tumors are very heterogeneous group of cancers. Although they
arise in the same site of the body, their biology and genetics is different. Thus, in the
current thesis, the studies were focused on tumors developed only in larynx.
Identification of alterations specific for carcinogenesis of this site is crucial for
diagnosis, therapy and prognosis of patients.

In the current thesis, a group of genes was analyzed in terms of their involvement in
laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) pathogenesis and regarding their oncogenic
or suppressive potential. Genes were selected based on significant changes in their
expression level observed in laryngeal squamous cell carcinoma cell lines as compared
to non-cancer control samples. Six genes with increased expression level, namely:
LAPTMA4B, ATAD2, CDK1, SERPINHI, SNAI2, NETOZ2 and four genes with decreased
expression level: CLCA4, FUT3, CEACAMG6 and SFRP2 were selected. The correlation
of gene expression with clinicopathological data of patients, whose tumors were used to
establish the cell lines, allowed to analyze the involvement of genes: ATAD?2, CDKI,
CEACAMG6, CLCA4, FUT3 and LAPTM4B in different stages of laryngeal cancer
pathogenesis.

To determine the molecular mechanisms leading to the observed gene deregulation
several techniques were applied. Changes in gene promoter DNA methylation level
were analyzed by bisulfite pyrosequencing for each of the genes and CEACAMG6 was
found to be hypermethylated in LSCC cell lines. Next, using DNA demethylating agent
(DAC) it was shown that demethylation of CEACAMG6 in LSCC cell lines results in
gene expression restoration. However, the results obtained in the current study were

insufficient to confirm the potential suppressor function of CEACAM®6 in LSCC.
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In silico data mining based on cBioPortal database indicated putative copy number
alteration of ATAD?2 and LAPTM4B genes. However, analysis of data from microarray-
based DNA copy number analysis (array-CGH) obtained during the presented study do
not support this observation. Also, for the remaining genes analyzed in presented study,
no changes of DNA copy number were shown. /n silico analysis of data collected in the
cBioPortal and COSMIC databases made it possible to exclude DNA sequence
mutations of analyzed genes as the causative factor of changes in their expression.
Therefore, the molecular mechanism causing the observed gene deregulation remained
undetermined.

Based on the significantly increased expression of the CDKI/ gene in laryngeal
cancer, as well as its function in the cell, CDK/ was selected as a potential oncogene.
To understand its significance in laryngeal carcinoma the consequences of CDKI/
silencing by siRNA in LSCC cell lines were analyzed. Despite the involvement of
CDK1 protein in cell cycle control neither the decrease in cell viability nor in
proliferation was observed. Thus, the oncogenic potential of CDK/ was not confirmed
in LSCC cell line model. As areason for the lack of expected effects of CDKI/
silencing, a compensation of CDKI1 deficiency by the activity of other genes was
proposed. Among the genes most likely involved: CDK6, CALDI, FYN were indicated,
as their expression level was highly increased in cell lines following CDK/ knockdown.

In conclusion, in the current thesis the group of genes with altered gene expression
level was analyzed and the potential mechanisms leading to observed gene deregulation
were indicated. Presented studies were performed mostly with the use of LSCC cell
lines. Therefore, to extend the understanding of the role of the selected genes in the
process of carcinogenesis, the analysis of the tumors samples (clinical material) appears
to be the next and obligatory step. Moreover, to confirm the oncogenic and suppressor
potential of respective genes, functional studies should be extended to include analysis

using a non-cancer epithelial cell line or animal model.
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XI.

WYKAZ SKROTOW

array-CGH, a-CGH - (ang. microarray Comparative Genomic Hybridization)
Poréwnawcza Hybrydyzacja Genomowa
DAC- 5-Aza-2’-deoksycytydyna, Decytabina
G - (ang. Grading) stopien dojrzatosci histologicznej, zr6znicowania guza:
e G1: raki wysoko zr6znicowane, wysoko dojrzate, nisko ztosliwe
e (2: raki $rednio zroznicowane, $rednio dojrzate
e (3: raki nisko zréznicowane, nisko dojrzate, wysoko ztosliwe
HNSCC - (ang. Head and Neck Squamous Cell Carcinoma) ptaskonabtonkowe
nowotwory gtowy i szyi
LSCC - (ang. Laryngeal Squamous Cell Carcinoma) ptaskonabtonkowe nowotwory
krtani
RT-qPCR - PCR w czasie rzeczywistym - (ang. real-time PCR) wykorzystujacy jako
matrycg cDNA
siRNA-A - dupleks siRNA wyciszajacy gen CDKI
siRNA-N - kontrolny dupleks siRNA o nonsensownej sekwencji
TNM - klasyfikacja zaawansowania klinicznego nowotworu (TNM, Tumor-Node-
Metastasis):
e T: Ocena zaawansowania ogniska pierwotnego; TO - brak klinicznych cech guza
pierwotnego; T1 - T4: kolejne stopnie wzrostu guza pierwotnego
e N: Ocena we¢zlow chlonnych szyi; NO - brak przerzutow do regionalnych
weztéw chtonnych; N1 - N3: kolejne stopnie zajgcia weztow chlonnych szyi -
zaroOwno pod katem ich liczby jak 1 wielkosci ogniska nowotworowego
e M: Ocena przerzutow w odlegtych narzadach; MX- przerzuty odlegle nie sa
ocenione, MO - przerzuty odleglte nieobecne, M1 - przerzuty odlegte obecne

Rozwinigcie nazw genéw wymienianych w pracy:

ABL: ABL proto-oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase; AF4: AF4/FMR2 family member 1;
AF9: MLLT3, super elongation complex subunit; BAX: BCL2 associated X, apoptosis
regulator; BCL-2: BCL2, apoptosis regulator; CALDI: caldesmon 1; CCNAI: cyclin Al;
CCNBI: cyclin B1; CCNB2: cyclin B2; CCND1: cyclin D1; CCNLI: cyclin L1; CDC42: cell
division cycle 42; CDK4: cyclin dependent kinase 4; CDK6: cyclin dependent kinase 6;
CDKN2A: cyclin dependent kinase inhibitor 2A; C-RAF: Raf-1 proto-oncogene,
serine/threonine kinase; CRLF2: cytokine receptor like factor 2; CSMDI: CUB and Sushi
multiple domains 1; CTTN: cortactin, DOCKI: dedicator of cytokinesis 1; E2A: transcription
factor 3; EGF: epidermal growth factor; EGFR: epidermal growth factor receptor; ENL:
MLLT1, super elongation complex subunit; ERB: estrogen receptor 2; ERBB2: erb-b2 receptor
tyrosine kinase 2; ETV6: ETS variant 6; FADD: Fas associated via death domain; FGR: FGR
proto-oncogene, Src family tyrosine kinase; FHIT: fragile histidine triad; FOS: Fos proto-
oncogene, AP-1 transcription factor subunit; FYN: FYN proto-oncogene, Src family tyrosine
kinase; HELLS: helicase, lymphoid specific; HISTIHIC: histone cluster 1 H1 family member
c; HISTIH2BJ: histone cluster 1 H2B family member j; HRAS: HRas proto-oncogene,
GTPase; JUN: Jun proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit; KRAS: HRas proto-
oncogene, GTPase; MDM?2: MDM?2 proto-oncogene; MET: MET proto-oncogene, receptor
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tyrosine kinase; MGMT: O-6-methylguanine-DNA methyltransferase; MYBL2: MYB proto-
oncogene like 2; MYC: MYC proto-oncogene, bHLH transcription factor; MYOIC: myosin IC;
NETOI: neuropilin and tolloid like 1; NVRAS: NRAS proto-oncogene, GTPase; ORAOVI:
LTO1, ABCE1 maturation factor; PARPI: poly(ADP-ribose) polymerase 1; PBXI: PBX
homeobox 1; PIK3CA: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha;
PIMI: Pim-1 Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase; PTEN: phosphatase and tensin
homolog; PTK2: protein tyrosine kinase 2; RASSFI1A: Ras association domain-containing
protein 1; RBI: RB transcriptional corepressor 1; RUNXI: runt related transcription factor 1;
SHB: SH2 domain containing adaptor protein B; SMAD4: SMAD family member 4;
SMARCA4: SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin,
subfamily a, member 4; SMC1A: structural maintenance of chromosomes 1A; SRC: SRC proto-
oncogene, non-receptor tyrosine kinase; TMEM67: transmembrane protein 67; TP53: tumor
protein p53; TP63: tumor protein p63; TSC2: TSC complex subunit 2; UBE2I: ubiquitin
conjugating enzyme E2 [; VEGF: vascular endothelial growth factor A; VEGFR: vascular
endothelial growth factor receptor 2; WASF2: WAS protein family member 2;
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Tabela Z1. Charakterystyka linii komdorkowych plaskonabtonkowego raka krtani oraz dane
histologiczno-kliniczne guzéw i pacjentdéw, od ktorych zostaly wyprowadzone. TNM -
klasyfikacja okreslajaca stopien zaawansowania klinicznego guza; G - stopien zréznicowania
komorek nowotworu; K - kobieta; M - mgzczyzna; rec - wznowa; pri - guz pierwotny; DWD -
$mier¢ z powodu choroby; DNE - $mier¢ z innych przyczyn niz LSCC; ANE - zywy, bez

objawow LSCC.
. . Przyczyna
- Wiek Lokalizacja guza MIEJSC? Typ zgonu i czas
Numer linii Ptec . TNM pobrania . G .
[lata] pierwotnego P zmiany przezycia
prébki ..
[miesiagce]
UT-SCC-6A K 51 supraglottic larynx | T2N1MO larynx rec 1 DWD 31
UT-SCC-6B K 51 supraglottic larynx | T2N1MO neck met 1 DWD 31
UT-SCC-8 M 42 supraglottic larynx | T2NOMO larynx pri 1 DWD 35
UT-SCC-11 M 58 glottic larynx TINOMO larynx rec 2 DNE > 60
UT-SCC-13 M 53 supraglottic larynx | T3NOMO larynx rec 2 DWD 11
UT-SCC-19A M 44 glottic larynx T4ANOMO larynx pri 2 DNE > 60
UT-SCC-19B M 44 glottic larynx TANOMO larynx pri (per) | 2 DNE > 60
UT-SCC-22 M 79 glottic larynx TINOMO larynx rec 2 DWD 28
UT-SCC-23 M 66 transglottica T3NOMO larynx pri(per) | 1 DNE > 60
UT-SCC-29 M 82 glottic larynx T2NOMO larynx pri 1 DNE > 60
UT-SCC-34 M 63 supraglottic larynx | T4ANOMO larynx pri 1 DWD 10
UT-SCC-35 M 50 glottic larynx T2NOMO larynx resid 2 DWD 10
UT-SCC-38 M 66 glottic larynx T2NOMO larynx pri 2 DWD 16
UT-SCC-42B M 43 supraglottic larynx | T4N3MO neck pri 3 DWD 2
UT-SCC-49 M 76 glottic larynx T2NOMO larynx pri 2 DWD 31
UT-SCC-50 M 70 glottic larynx T2NO;rT2NO larynx rec 3 ANE > 60
UT-SCC-57 M 76 glottic larynx T2NOMO larynx rec 1-2 D 48
UT-SCC-75 M 56 supraglottic larynx | T2N2BMO larynx pri 2 DNE 30
UT-SCC-106A M 59 plicae vocalis T1ANOMO larynx pri 2 DNE 49
UT-SCC-106B M 59 plicae vocalis rT3NOMO larynx rec 3 DNE 49
UT-SCC-107 M 46 supraglottic larynx | TAN2CMO larynx pri 2 DWD 0.2
UT-SCC-108 M 68 supraglottic larynx | T2NOMO larynx pri 3 DNE 19
UT-SCC-113 M 50 supraglottic larynx | T3NOMO larynx pri 3 DWD 17
UT-SCC-116 M 60 supraglottic larynx | T4N1MO larynx pri 2 DWD 9
UT-SCC-117 M 71 larynx rT2NOMO larynx rec 2 DWD 47
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Tabela Z2. Charakterystyka histologiczno-kliniczna guzoéw oraz pacjentdw, od ktoérych
uzyskano material pierwotny - ptaskonabtonkowe raki krtani. TNM - klasyfikacja okreslajaca
stopien zaawansowania klinicznego guza; G - stopien histologicznego zrdéznicowania komorek
nowotworu; Wiek pacjentéw - zakres wieku pacjentéw w latach.

Guzy krtani wykorzystane do Skrawki guza uzyte do barwienia
analiz DNA i RNA immunohistochemicznego
Liczba pacjentéw:
Kobiety (wiek) 1(61) 5 (50 - 69)
Mezczyzni (wiek) 45 (42 - 84) 35 (44 - 75)
Stopien Liczba préb Stopien Liczba prob
T1 0 T1 0
T2 7 T2 1
T3 18 T3 27
Klasyfikacja TNM T4 21 T4 12
NO 21 NO 20
N+ 25 N+ 20
MO 45 MO 40
M+ 1 M+ 0
G1 18 G1 2
Klasyfikacja G G2 21 G2 28
G3 7 G3 1
Gx 0 Gx 9
Tabela Z3. Spis urzadzen.
Urzadzenie Producent
Bioanalizator Agilent
DNA Engine Dyad Thermal Cycler BioRad
DNA SpeedVac DNA100
Homogenizator kulkowy FASTPREP-24™ 5G Instrument MP Biomedicals
Inkubator 1IGO150 Jouan

Spektrofotometr

Termocykler Cycler iQ5

Sekwenator ABI Prism 310 Genetic Analyzer
Zestaw do elektroforezy biatek MiniProtean

Zestaw do transferu biatek na membrane MiniProtean

NanoDrop Technologies
BioRad

Applied Biosystems
BioRad

BioRad
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Tabela Z4. Bufory i roztwory wykorzystywane w prowadzonych badaniach.

BUFOR

SKtAD

Medium do hodowli linii
komérkowych LSCC (1000ml)

DMEM w proszku (Gibco): 13,38g, NaHCO3 1,9g, Hepes 1M
(pH 7,4): 20,3ml, L-Glutamina (10x Gibco): 5ml, Aminokwasy
(Non-Essential Aminoacids, 100x Gibco):10ml, Antybiotyki
(Antibiotic Antimycotic, 100x Gibco):5ml

Trypsyna (1000ml)

NaCl: 8,15g, KCl: 0,4g, Na2HPO4x7H20: 0,09g, KH2PO4:
0,06g, Glukoza: 1g, NaHCO3: 0,35g, Czerwien fenolowa:
0,01g, Trypsyna (8300U/mg, Sigma): 0,1g, K-EDTA: 0,1g

Bufor PBS, pH 7,4, (800 ml) 10 x

NaCl: 80,9g, KCl: 2,9g, Na2HPO4x7H20: 21,48g,
KH2PO4:2,9g

Trizol, pH 5 (1000ml)

0,8M Tiocyjanian guanidyny, 0,4M Tiocyjanian amonu, 1M
Octan sodu pH 5, fenol wysycony woda: 38%

Fenol do izolacji DNA

Fenol, TRIS pH~11 0,1M: 1200ml, 8-Hydroksychinolina: 0,1g

Bufor LE, pH 7,4 (1000 ml), 10 x

155mM NH,Cl, 10mM KHCO; 0,1M Na,EDTA

Bufor 10x SE, pH 8,0 (1000ml)

75mM NaCl, ImM Na, EDTA

Bufor do trawienia tkanek, pH
8,0 (1000ml)

100mM NaCl, 10mM TRIS-HCI, 25mM Na,EDTA, 0,5% SDS

Bufor TE 1x (pH 8,0)

10mM TRIS-HCI, 1mM EDTA

TBE, pH8 (1000ml) 10x

TRIS: 107,8g, Kwas borowy: 55g, EDTA: 7,44g

NP40

150mM NaCl, 1% Triton X-100, 50mM TRIS pH 8.0

RIPA

150mM NaCl, 1% Triton X-100, 50mM TRIS pH 8.0, 0,5%
Sodium deoxycholate, 0,1% SDS

TRIS-Glicyna-SDS (1000ml), 5x

TRIS:15,1g, Glicyna: 64g, SDS 10%: 50m|

Bufor Towbin, pH8,3, 1000ml,
10x

25mM TRIS, 192mM Glicyna, 20% Metanol

Ponceau S 10x

2% Ponceau S, 30% Kwas tréjchlorooctowy, 30% Kwas
sulfosalicylowy

6x Laemmli Sample Buffer

300mM TRIS-HCI pH 6,8, 0,01% Btekit bromofenolowy, 15%
Glicerol, 6% SDS

TBS, pH 7,4 (1000ml) 10x

NaCl: 80g, KCI: 2g, TRIS: 30g

TBS-T

TBS (10x): 100ml, Woda: 900ml, Tween-20: 1ml
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Tabela Z5. Najwazniejsze odczynniki uzywane w pracy.

Producent Odczynnik
Bioshop Bromek etydyny, TRIS
Chempur Alkohol izopropylowy
Invitrogen ssDNA
Lab Empire 40% akrylarnid/bi-sakrylamid 29:1, Agaroza, SDS. TEMED, Inhibitory
proteaz (mieszanina)
Fenol, Alkohol etylowy, Alkohol izoamylowy, Chlorek sodu, Chloroform,
Merck Kwas octowy, Metanol, Wersenian dwusodowy, Wodorotlenek sodu,
EDTA,
POCh Alkohol etylowy, Alkohol izoamylowy, Chlorek sodu, Chloroform, Kwas
octowy, Metanol, Wersenian dwusodowy, Wodorotlenek sodu, EDTA,
Roche Deoksynukleozydotrifosforany (DTP)
Serva 8-hydroksychinolina, Surowica bydleca, TRIS-HCI
Chlorek potasu, DEPC, EGTA, HEPES, Octan potasu, Octan sodu,
Sigma Aldrich Polimeraza i DNA, Polimeraza JumpStart, Proteinaza K (10 mg/ml),

Trypsyna, APS, DAC, btekit trypanu

Thermo Fisher Scientific

Hi-Di Formamide
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Tabela Z6. Poziom ekspresji genow wybranych do analizy w liniach komoérkowych LSCC (analiza z wykorzystaniem mikromacierzy ekspresyjnych).
Nienowotworowe proby kontrolne: TL - RNA z catkowitej krtani; EC - RNA z komorek nabtonka oskrzeli; LX10 - RNA z prawidtowego nabtonka marginesu
operacyjnego; PE - Poziom ekspresji; DE - Detekcja ekspresji; P - Obecna ekspresja transkryptu; A - Brak ekspresji transkryptu; I - Wzrost poziomu ekspresji
transkryptu hybrydyzujacego z tagiem wzglgdem proby kontrolnej; D - Spadek poziomu ekspresji transkryptu hybrydyzujacego z tagiem wzgledem proby

kontrolnej; N - Brak zmian ekspresji transkryptu hybrydyzujacego z tagiem wzgledem proby kontrolne;.

UT-SCC-6B UT-SCC-6A UT-SCC-106A UT-SCC-11 UT-SCC-29 UT-SCC-116 UT-SCC-19B UT-SCC-22 UT-SCC-34 UT-SCC-57 UT-SCC-107 TL EC LX10

Gen Tag LX LX LX LX LX LX LX LX LX LX LX
PE DE TL EC PE DE TL EC PE DE TL EC PE DE TL EC PE DE TL EC PE DE TL EC PE DE TL EC PE DE TL EC PE DE TL EC PE DE TL EC PE DE TL EC PE DE| PE DE| PE DE

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
218782s.at 331 P I I I |722 P I I 1193 P | I 1313 P I | I|312 P I I 1}81 P I I I1)129 P | I 1507 P I I I|315 P I I 1|33 P | I 1|451 P | | 1|47 P|33 P|72 P
ATAD2 222740_at 454 P | | I1|649 P I I 1|124 P I I 1269 P | | 1|418 P I I 1|78 P I I 1|118 P I I 1|59 P I I 1)498 P | I 1}493 P | I 1506 P I | 1|38 A|34 P|9 P
235266_at 56 P I I NJ186 P I I I )46 P I I 1|93 P I I 1f108 P I | I1)240 P I I 1|26 P N I 1269 P I I 176 P I I )9 P I | 1|174 P | | 1|19 A]| 13 A| 5 A
228401 _at 262 P | | 1 j435 P | I 1}122 P I I 1 f117 P | | 1 }J259 P I I I}921 P | | 1110 P I I 1397 P I | 1 }y178 P I I 1 }257 P I | 1371 P | I 1}J19 P]S51 P|]71 P
203214 x_at {976 P I I 110212 P I | I y153 P I I 1357 P I | 11063 P I I 1}J510 P I I 1 )294 P | I 11281 P I I I |723 P I I 1|798 P I I 11069 P | | 1|58 P|46 P|120 P
CDK1 203213 _at 1841 P I I 12052 P I I 1 |277 P I | NJ916 P I I 11784 P I | 11681 P I I 1 |758 P I | 1299 P | I 11462 P I | 11536 P | | 11438 P | | 1|59 P|133 P|213 P
231534 _at 0 P I I 1|75 P I I 1|25 P M | 1|47 P I I I1j223 P | | 1|62 P I I 1|61 P I I 1J133 P | I 1|55 P I I I1}l76 P I I 1J142 P | I I|J11 A] 9 A| 6 A
210559 s at 1037 P I | | f1252 P I | I }J181 P | | NJ398 P I | 1285 P | I 1}618 P I | 1357 P | | 1}J1572 P I I 1 }937 P I I 1978 P I I 11273 P I | 1|63 P]68 A|186 P
NETO2 222774 s at 180 P I I 13212 P I I 1256 P I I 1}715 P I I I1)226 P I I 1}299 P I I 1|58 P I I 1549 P | I 1}|405 P I I 1198 P I I 1}520 P I I 1|27 A]S50 A|8 A
218888 s at |249 P I | 1327 P I | 1318 P | I 1}730 P I | 1328 P | I 1}408 P I I 141189 P | | 1 }731 P I I 1|38 P I | 1140 P I I 1|55 P I | 1|24 A]J51 PJ65 P
1554679 _a_at 1833 P I | 11942 P I | 11455 P I I 1 |795 P I | 11192 P I I 1148 P I | 12254 P | | 12451 P I I 11270 P I I 11055 P I I 11934 P | | I |576 P|218 P|284 P
LAPTM4B 208767_s_at [2841 P I | 12646 P I | 12134 P | I 11312 P I | I |1760 P I I 12175 P I I 13324 P | | 13539 P I I 11472 P I I 11700 P I I 13023 P | | I |751 P|493 P|499 P
208029_s_at [1685 P I I 12288 P I I 1J206e6 P I I 11250 P I N I 1596 P I I 12291 P I I 12535 P I I 13134 P I I |I|1210 P | N I 1612 P I I I |2414 P | | | |512 P |1107 P |454 P
214039 s at |3956 P | N | J4307 P | N | J4501 P | N 13179 P | N | J4025 P | N | ]4486 P | N | |5461 P | | 15910 P I | I3441 P | N |J4712 P | N 15599 P | | | |2285 P |4137 P |1670 P
SERPINH1 207714 s at | 660 P I | 1 }594 P I | IJ461 P | I 1}93 P I | I1)486 P | | 1}646 P I I 1265 P | | NJ265 P I | NJ227 P | | NJ250 P | I NJ260 P | | NJ42 A] 75 M|233 P
SNAI2 213139 _at 694 P | | I1J916 P I I 1|55 P I I 1)48 P | | 1}678 P I I 141343 P | | 1813 P | I 1}J606 P I | 1387 P | I 1}J535 P | | I1J596 P | I 1269 P| 75 PJ]262 P
CEACAME 203757s_at |414 P D D D|37 A D D D|307 P D D D|J13 A D D D| 9 A D D DJ|282 P D D D|62 P DD D|14 A DD D|18 A D D D|478 P D D D|12 A D D D|1383 P |1502 P |1013 P
211657 _at 766 P D D DJ179 P D D DJ713 P D D DJ34 P D D DJ32 P D D DJ645 P D D DJ153 P D D D} 72 P D D DJ30 P D D DJ1196 P D D DJ 30 M D D D|3494 P|3324 P|2112 P
CLCA4 220026_at 13 A DD DJ1 A DODD|J]14 A DD DJ3 A DDD| 4 ADODODJ1 A D D DJ 1 A D D DJ 1 A DD D|J]6 ADODD|]8 A DDD|2 A D D D]J1114 P| 53 P |4105 P
FUT3 214088 sat | 35 P D D D|J51 P D D DJ126 P D D D|J21 A D D D|78 P D D D|36 P D D D|8 P DD D|74 P DD D|32 A DDD|32 P DDD|20 A D D D|304 P|515 P|376 P
216010 x. at | 43 A D D DJ11 A D D DJ39 P D D D|J 6 A DD DJ17 A D D D}J3 A DD DJ31 P DD DJ25 P D D DjJ14 A D D DJ19 A D D DJ22 A D D DJ115 P|124 P|142 P
SFRP2 223121 _s_at 6 ADDOD|]2 ADDUD|2 ADDOUD|]2 ADODUD|1 ADDTUD|2 ADDUD|3 ADUDOD|?2 A D D DJ| 2 A D D DJ| 2 A D D DJ| 3 A D D DJ1382 P| 95 P |1039 P
223122 s at 110 P D D DJ 10 A D D DJ| 7 A D D DJ 2 A D D DJ 2 A D D D|J]6 A DD DJ?2 A D D DJ 2 A D D DJ 9 A D D DJ 3 A D D D|J 4 A D D DJ3329 P|301 P|3174 P
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Tabela Z7. Poziom ekspresji wybranych gendéw guzach pierwotnych, uzyskany z wykorzystaniem mikromacierzy ekspresyjnych. Badane RNA z guzow
pierwotnych: MK32, MK36, MK42, MK59, MK60; Proby kontrolne: TL - RNA z catkowitej krtani; EC - RNA z komoérek nabtonka oskrzeli; LX10 - RNA
z prawidlowego nablonka marginesu operacyjnego; PE - Poziom ekspresji; DE - Detekcja ekspresji; P - Obecna ekspresja transkryptu; A - Brak ekspresji
transkryptu; I - Wzrost poziomu ekspresji transkryptu hybrydyzujacego z tagiem wzglgdem proby kontrolnej; D - Spadek poziomu ekspresji transkryptu
hybrydyzujacego z tagiem wzglgdem proby kontrolnej; N - Brak zmian ekspresji transkryptu hybrydyzujacego z tagiem wzgledem proby kontrolne;.

MK32 MK36 MK42 MK59 MK60 TL EC LX10
Gen o PE DE TL EC LX10 PE DE TL EC LX10 PE DE TL EC LX10 PE DE TL EC LX10 PE DE TL EC LX10 PE DE PE DE PE DE
218782_s_at 164 P | | | 67 P N | N 187 P | | | 156 P | | | 299 P | | [ 47 P 33 P 72 P
ATAD2 222740_at 205 P | | | 73 P | | N 258 P | | | 181 P | | | 444 P | | | 38 A 34 P 90 P
235266_at 20 M N M N 24 A N N N 39 P N I Ml 20 P N | N 33 P N | N 19 A 13 A 5 A
228401 at 95 P | | | 26 P | N N 143 P | | | 84 P | | N 159 P | | | 19 P 51 P 71 P
203214_x_at 413 P | | | 207 P | | | 720 P | | | 304 P | | | 966 P | | | 58 P 46 P 120 P
CDK1 203213_at 880 P | | | 311 P | | | 1572 P | | | 527 P | | | 1871 P | | | 59 P 133 P 213 P
231534 _at 72 P | | | 36 A | | | 162 P | | | 54 P | | | 121 P | | | 11 A 9 A 6 A
210559_s_at 452 P | | | 246 P | | | 866 P | | | 334 P | | | 1183 P | | | 63 P 68 A 186 P
NETO2 222774 s_at 138 P | | | 314 P | | | 299 P | | | 295 P | | | 411 P | | | 27 A 50 A 80 A
218888 _s_at 156 P | | | 241 P | | | 308 P | | | 217 P | | | 652 P | | | 24 A 51 P 65 P
1554679_a_at 797 P | | | 1000 P | | | 744 P | | | 1015 P | | | 1650 P | | | 576 P 218 P 284 P
LAPTM4B 208767_s_at 1092 P | [ | 1570 P [ | | 1016 P | | | 1303 P | | | 2077 P | | [ 751 P 493 P 499 P
208029_s_at 981 P | N | 1198 P | N | 831 P | D | 1006 P | N | 1874 P | | | 512 P 1107 P 454 P
214039_s_at 2985 P | D | 4171 P | N | 2660 P N D | 3214 P | D | 4574 P | N | 2285 P 4137 P 1670 P
SERPINH1 207714_s_at 713 P | | | 2487 P | | | 282 P | | N 1658 P | | | 378 P | | | 42 A 75 M 233 P
SNAI2 213139 _at 621 P | | | 766 P | | | 637 P | | | 2024 P | | | 622 P | | | 269 P 75 P 262 P
CEACAMG6 203757_s_at 1342 P N N | 286 P D D D 703 P D D D 312 P D D D 541 P D D D 1383 P 1502 P 1013 P
211657 _at 2184 P D D N 437 P D D D 1421 P D D D 570 P D D D 991 P D D D 3494 P 3324 P 2112 P
CLCA4 220026_at 122 P D | D 248 P D | D 1600 P | | D 17 A D D D 322 P D | D 1114 P 53 P 4105 P
FUT3 214088_s_at 114 P N D D 59 P D D D 138 P N D D 40 P D D D 189 P N D D 304 P 515 P 376 P
216010_x_at 66 P D D D 33 A D D D 90 P D N D 28 A D D D 107 P N N N 115 P 124 P 142 P
SFRP2 223121 _s_at 649 P D | D 2172 P | | | 665 P D | D 1158 P N | N 63 P D N D 1382 P 95 P 1039 P
223122 _s_at 1825 P D | D 3799 P N | N 1774 P D | D 2526 P N | N 244 P D D D 3329 P 301 P 3174 P
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Tabela Z8. Wzgledny poziom ekspresji genéw analizowany metoda PCR w czasie rzeczywistym - geny o podwyzszonej ekspresji. Kolorem czerwonym
oznaczono proby, dla ktorych poziom ekspresji przekraczat warto$¢ progu odcigcia. HTEC, NHBE, Total Larynx - nienowotworowe proby kontrolne, sd -
odchylenie standardowe.

Linia Komérkowa | NETO2 sd LAPTM4B sd ATAD2 sd SERPINH1 sd SNAI2 sd CDK1 sd
UT-SCC-106A 56,49 12,15 5,90 1,31 6,89 0,73 7,54 0,97 1,00 0,20 8,54 1,36
UT-SCC-106B 65,19 9,32 2,62 0,60 9,62 1,19 5,92 0,74 3,19 0,96 23,37 5,16

UT-SCC-107 150,30 21,07 5,22 0,63 32,90 7,50 3,48 0,64 6,72 1,06 50,10 8,90
UT-SCC-108 104,81 34,50 7,99 0,79 71,75 10,71 8,91 1,41 21,67 2,25 63,78 13,27
uT-scc-11 97,79 20,66 3,16 0,80 13,56 3,21 11,36 3,55 1,67 0,76 25,55 7,19
UT-SCC-113 91,35 16,75 2,88 0,72 14,03 2,72 15,25 3,02 2,44 0,92 39,17 5,06
UT-SCC-116 27,73 3,51 4,10 0,58 19,97 3,09 4,63 0,74 6,40 0,96 10,70 1,84
UT-SCC-117 37,36 5,23 2,05 0,37 9,96 4,56 1,00 0,17 0,00 n/a 34,22 2,53
UT-Scc-13 21,30 3,99 1,76 0,39 5,68 0,99 3,45 0,56 6,59 1,02 10,33 1,64
UT-SCC-19A 83,00 12,46 7,44 1,12 28,15 3,13 6,61 0,85 2,84 0,58 63,34 9,59
UT-SCC-19B 129,64 19,45 6,81 0,93 20,37 2,58 12,06 1,73 7,63 1,14 51,33 6,73
UT-SCC-22 173,65 22,31 9,08 1,61 34,46 4,47 6,97 0,44 5,55 0,85 67,34 4,60
UT-ScC-23 91,30 9,20 2,17 0,20 8,85 0,60 9,84 1,42 1,36 0,62 6,72 0,55
UT-SCC-29 143,84 28,83 3,58 0,37 23,40 2,86 8,54 2,75 6,41 0,49 45,62 3,99
UT-SCC-34 85,23 5,08 2,72 0,16 14,79 0,88 9,38 0,87 5,61 1,03 21,56 2,92
UT-SCC-35 77,08 11,22 5,86 1,24 18,40 5,00 8,16 2,00 5,14 1,39 27,95 5,62
UT-SCC-38 101,83 18,67 6,56 0,98 36,17 6,50 10,26 0,94 8,30 2,29 40,13 5,37
UT-SCC-42B 174,65 8,31 6,08 0,40 24,85 6,80 13,75 1,02 3,39 0,10 35,55 8,40
UT-SCC-49 55,08 9,39 2,90 0,44 8,50 0,72 8,55 0,88 6,59 1,02 16,72 1,26
UT-SCC-50 74,37 10,38 1,41 0,23 8,65 1,17 7,28 1,53 2,56 0,47 20,97 2,66
UT-SCC-57 59,23 8,08 7,22 0,97 33,86 3,15 9,85 1,47 3,28 0,75 87,12 17,42
UT-SCC-6A 55,46 11,12 4,37 0,71 20,58 4,40 7,97 1,11 1,80 0,80 45,78 5,63
UT-SCC-6B 64,59 12,08 3,98 0,56 21,56 2,63 7,92 0,91 7,94 1,67 51,98 6,79
UT-SCC-75 32,33 4,69 3,63 0,50 18,15 1,74 3,53 0,30 3,76 0,86 25,78 4,91
uT-SCC-8 6,97 2,24 2,35 0,50 10,06 1,26 1,94 0,26 5,79 0,99 9,75 1,61
HTEC 55,78 10,62 1,64 0,38 1,34 0,24 2,84 0,40 10,21 2,41 1,00 0,19
NHBE 98,36 27,63 1,74 0,56 6,79 2,46 6,83 1,61 27,89 5,36 16,99 5,28
Total Larynx 2,27 0,40 1,07 0,22 1,00 0,12 2,73 0,33 1,36 0,33 1,31 0,14

Wartoé¢ odciecia 242,81 2,81 16,54 13,85 68,40 44,42
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Tabela Z9. Wzgledny poziom ekspresji gendow analizowany metodqa PCR w czasie rzeczywistym - geny o obnizonej ekspresji. Kolorem czerwonym
oznaczono proby, dla ktorych poziom ekspresji byt nizszy niz warto$¢ progu odcigcia. HTEC, NHBE, Total Larynx - nienowotworowe proby kontrolne, sd -
odchylenie standardowe.

Linia komérkowa FUT3 sd CEACAMG6 sd CLCA4 sd
UT-SCC-106A 713,28 113,53 21996,71 2852,10 61,39 7,35
UT-SCC-106B 98,13 63,01 219,29 43,59 817,46 226,91

UT-SCC-107 32,90 24,71 15,56 3,12 4,42 1,09
UT-SCC-108 16,81 4,21 6,60 5,38 10,77 1,09
uT-scc-11 23,40 13,68 10,40 6,22 3,17 0,63
UT-SCC-113 6,57 0,84 18,04 10,98 0 n/a
UT-SCC-116 137,50 43,09 2923,20 311,71 2,63 0,47
UT-SCC-117 83,48 12,70 7,08 2,51 5,32 1,82
UT-ScC-13 43,59 9,88 10,03 3,85 8,21 3,97
UT-SCC-19A 745,29 83,11 2360,70 717,59 5,78 0,94
UT-SCC-19B 612,40 86,66 135,77 29,87 2,47 0,31
UT-SCC-22 265,03 56,37 54,82 16,39 3,80 4,66
UT-ScC-23 343,90 87,08 1298,38 156,69 482,43 90,66
UT-SCC-29 154,52 40,20 2,09 1,95 1,84 0,13
UT-SCC-34 2,56 2,15 8,77 6,19 36,38 10,71
UT-SCC-35 498,57 78,44 76,55 13,97 11,42 6,99
UT-SCC-38 357,88 80,76 321,05 71,32 4,91 9,42
UT-SCC-42B 27,25 3,03 0 n/a 0 n/a
UT-SCC-49 68,12 25,38 247,28 49,61 1,95 0,44
UT-SCC-50 148,74 13,25 38,94 7,82 2,61 1,29
UT-SCC-57 87,93 7,70 917,57 227,46 68,44 12,80
UT-SCC-6A 73,86 26,44 515,56 76,60 0 n/a
UT-SCC-6B 45,68 6,04 824,09 238,41 5,99 0,78
UT-SCC-75 43,46 12,18 3826,12 433,89 1,00 0,08
UT-SCC-8 54,51 6,59 1568,32 437,29 114,56 49,62
HTEC 314,08 91,63 9958,18 2368,07 256,00 106,36
NHBE 244,44 63,82 241,07 67,95 83,38 23,85
Total Larynx 672,47 82,16 4634,93 1807,74 2680,59 381,69
Wartoé¢ odciecia 244,44 241,07 83,38
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Tabela Z10. Szczegoétowe wyniki analizy liczby kopii DNA badanych genow. Szarym kolorem
zaznaczono Srednie log2ratio dla poszczegodlnych gendw; kolorem czerwonym oznaczono
zmieniong liczbe kopii DNA genu.

UT- UT- UT- UT- UT- UT- UT- UT- UT- UT- UT- UT- uUT-
SCC- SCC- SCC- SCC- SCC- SCC- SCC- SCC- SCC- SCC- SCC- SCC- SCC-
106A 107 11 116 198 22 29 34 57 6A 35 38 42B

Pozycja wg
NCBI36/hg18

007 | 003 [ 035 [ 043 | 0,16 | 0,26 | -0,30 | 0,02 | -0,16 | 0,22 | 0,04 | 0,23 | -0,04
0,03 | 009 | 045 | 0,33 | 0,20 | 0,28 | 0,04 | 0,07 | 0,10 | 0,12 | 0,26 | 0,13 | 0,07
0,0 | 001 | 039 | 030 | 0,15 | 0,64 | -0,02 | 0,42 | 0,03 | 0,07 | 0,01 | 0,13 | 0,03
0,18 | 0,15 | 0,37 | 0,41 | 0,14 | 0,27 | -0,01 | -0,01 | 0,10 | 0,14 | 0,09 | 0,11 | 0,03
0,02 | -001| 044 | 012 | -0,11 | 0,44 | 0,04 | 0,23 | -0,22 | 0,06 | -0,14 | 0,15 | 0,04

ATAD2 0,18 | 0,08 036 | 0,10 0,13 009 | 011 | -001 | 009 | 013
chr8:124,401,272-| 13 | 0,25 035 | 0,26 0,17 014 | 026 | 0,26 | 030 | 0,26
124,477,886 ) ) , , , , , , , ,
017 | 0,10 048 | 019 0,07 011 | 016 | -001 | 033 | 003
0,09 | -0,13 0,16 | -0,05 0,16 0,07 | 015 | -0,45 | 0,11 | -0,19
012 | 011 0,34 | 0,09 0,07 0,23 | 011 | 005 | 021 | 0,04
032 | 032 0,49 | 0,23 0,15 021 | 017 | 0,23 | 009 | 013
$rednie
. 012 | 009 | 040 | 034 | 011 | 036 | -001 | 015 | 0,01 | 0,14 | 014 | 014 | 014
log2ratio
005 | -0,01 | 0,32 | 0,35 | 0,07 | 0,76 | 0,04 | 0,78 | 0,21 | 0,00 | -0,23 | 0,14 | -0,05
022 | 011 | 048 | 045 | 013 | 0,29 | 0,07 | 012 | 0,07 | 0,19 | 010 | 022 | 013
023 | 025 | 045 | 045 | 027 | 034 | 0,09 | 031 | 0,13 | 0,06 | 021 | 019 | 0317
LAPTMAB 0,05 | 0,10 036 | 0,02 0,19 -0,06 | 0,06 | -0,01 | 0,07 | -0,01
chr8:98,856,985- | 0,24 | 0,31 044 | 0,26 0,14 017 | 0,25 | 0,26 | 0,33 | 0,10
98,934,006 [ 0,18 | 025 032 | 025 0,13 011 | 011 | 0,18 | 0,28 | 0,14
024 | 022 046 | 0,16 0,12 018 | 011 | 0,12 | 0,19 | 0,18
0,33 | 030 0,48 | 0,34 0,03 019 | 013 | 0,24 | 0,14 | 026
srednie 019 | 019 | 042 | 041 | 019 | 046 | 001 | 040 | 0,13 | 011 | 011 | 0,11 | 011
log2ratio
0,14 | -011 | -0,44 | -0,07 | -0,16 | -047 | -0,04 | 0,13 | -002 | -012 | -0,14 | -0,14 | -0,06
bK1 0,16 | -0,07 | -0,10 | -0,13 | -0,16 | -0,08 | -0,06 | -0,01 | -0,09 | -008 | -025 | 0,22 | -0,09
chr10:62,209,905- [ 0,11 | 0,05 | -0,07 | 0,10 | -0,04 | 0,16 | -0,08 | 0,34 | 0,13 | 0,16 | -0,20 | 0,08 | 0,01
62,223,930 | 0,07 | 0,03 0,10 | 0,23 0,02 -0,05 | 0,00 | 0,00 | -0,04 | -0,07
Srednie 012 | 003 | 020 | 0,00 | -0,15 | -0,13 | -0,04 | 015 | -001 | -0,01 | -0,01 | -0,01 | -0,01
log2ratio
012 | -0,16 | 0,32 | 0,08 | 0,20 | -0,76 | 0,31 | 0,07 | 039 | -003 | 0,25 | 009 | 027
SERPINH1

chr11:74,950,818-| 0,07 | -0,30 | 0,00 | -0,04 | -0,20 | 0,00 0,03 0,12 0,22 | -0,08 | -0,16 | 0,20 0,10

Srednie 74,961,494

X 0,09 | -0,23 | 0,16 0,02 0,05 | -0,38 | 0,17 | 0,20 | 0,31 | -0,05 | 0,04 | 0,15 0,18
log2ratio

-0,01 | -0,04 | -0,10 | 0,11 0,05 | -0,52 | 0,02 0,22 0,20 0,00 0,04 0,04 0,04

CEACAMG6
chr19:46,951,341- | -0,13 | -0,28 | 0,19 | -0,05 | -0,03 | -0,52 | 0,00 0,31 0,43 | -0,02 | -0,21 | -0,09 | -0,20

Srednie 46,967,953
-0,07 | -0,16 | 0,05 0,03 0,01 | -0,52 | 0,01 0,27 0,32 | -0,01 | -0,08 | -0,03 | -0,08

log2ratio
031 | -016 | 0,03 | -0,19 | -0,08 | -0,39 | -0,18 | -0,67 | 0,16 | -0,04 | -0,28 | 0,00 | -0,10
R G g s 031 | 008 008 005 | 001 | 013 | 008 | ote
— 5,802,485 : : . . : : : : : :
I:;ez‘:::o 0,30 | 0,14 | 0,03 | 0,19 | 0,00 | -039 | -0,08 | -0,67 | 0,05 | -0,09 | -0,09 | -0,09 | -0,09
0,04 | -0,01 | -052 | -0,11 | -0,19 | -0,18 | -0,15 | -0,27 | -0,04 | -0,12 | -0,37 | 0,12 | -0,18
cLcAa 0,01 | 0,09 0,04 | 0,14 0,22 0,07 | -0,11 | 0,15 | 0,00 | 0,18
chr1:86,785,347- | 0,06 | 0,26 0,12 | 0,12 0,13 0,31 | -0,08 | 0,00 | -0,04 | -0,05
86,819,020 0,02 | 0,01 0,06 | -0,04 0,01 0,07 | -0,13 | -0,13 | -0,10 | 0,02
I::z‘:'a‘,'c?o 001 | 009 | 052 | 001 | 001 | -0,18 | 0,05 | -0,27 | 0,20 | -0,11 | -0,09 | 0,00 | -0,01
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Rycina Z1. Poziom metylacji DNA promotoréw analizowanych genéw w LSCC. Poszczegdlne stupki oznaczaja poszczegolne dinukloetydy CG genu. UT-
SCC - badane linie komérkowe LSCC; KK 1 MK - badane proby z guzoéw (materiat kliniczny); W - proby kontrolne - wymazy z jamy ustnej; FM - proba

kontrolna o pelnej metylacji; UM - proba kontrolna niemetylowana.
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3. Suplement 1.

W celu potwierdzenia wtasciwego doboru technik analizy skutkow wyciszania
genu CDK/I w liniach komérkowych LSCC, analogiczne doswiadczenia wykonano na
linii komoérkowej HeLa.

Komorki zostaty poddane transfekcji dupleksem siRNA wyciszajacym gen CDKI
(siRNA-A) 1kontrolnym (siRNA-N) w taki sam sposob, jak wykonano to dla linii
komoérkowych LSCC. Nastgpnie przeprowadzono analizy tempa proliferacji z uzyciem
monitoringu przyzyciowego 1 zywotnosci z wykorzystaniem testu kolorymetrycznego
(CCKS). Po zakonczeniu analiz, komorki poddawano lizie i wykonywano Western blot
w celu oszacowania poziomu wyciszenia genu CDK/. Oba testy, lize¢ komorek
1 Western blot wykonano w warunkach identycznych jak dla linii komérkowych LSCC.
Zachowano taki sam sposob kalkulacji tempa proliferacji oraz zywotnosci.

Nie wykazano rdéznic w tempie proliferacji analizowanej poprzez monitoring
przyzyciowy. Tempo proliferacji komoérek poddanych wyciszeniu genu CDKI bylo
identyczne z tempem komorek kontrolnych (Tabela Z11.). Dla analizowanych komoérek

wykazano bardzo wysoki poziom wyciszenia genu CDK1: 93% (sd = 3), (Rycina 28.).

siRNA kontrola siRNA kontrola

e — . GAPDH 37kDa
e W | CDK1 34kDa
Monitoring CCK8
przyzyciowy

Rycina Z2. Wyniki Western blot potwierdzajace wyciszenie genu CDKI w linii komoérkowe;j
HelLa wykorzystanej do analiz tempa proliferacji komorek zuzyciem monitoringu
przyzyciowego oraz testu kolorymetrycznego (CCKS8). siRNA - linia komodrkowa
transfekowana dupleksem siRNA-A; kontrola - linia komérkowa transfekowana dupleksem
siRNA-N.

Nastgpnie wykonany zostat test wykorzystujacy techniki kolorymetryczne do
pomiaru zywotnosci komoérek: CCKS8. Wykazano, ze zywotnos¢ komorek Hela spada
po wyciszeniu genu i wynosi 75% po uptywie 48 godzin od transfekcji oraz 73% po 72
godzinach (Tabela Z12.). Zmiany obserwowane po 48 172 godzinach byty istotne

statystycznie (test T dla danych sparowanych odpowiednio p=0,027 ip=0,004).
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Poziom wyciszenia genu CDKI w analizowanej linii komoérkowej wynosil 88%
(sd =1,22) (Rycina 28).

Obserwowana rozbiezno$¢ wynikoOw z obu technik moze wynika¢ ze specyfiki
wzrostu komorek badanej linii komdrkowej (HeLa). Po uzyskaniu peinej konfluencji

komorki nadal proliferuja w gore - tworzac charakterystyczne struktury przestrzenne.

Tabela Z11. Wyniki pomiarow konfluencji mierzonej w poszczegolnych punktach czasowych
w trakcie monitoringu przyzyciowego linii komoérkowej HeLa poddanej wyciszaniu genu
CDKI1. siRNA - linia komoérkowa transfekowana dupleksem siRNA-A; kontrola - linia
komorkowa transfekowana dupleksem siRNA-N, sd - odchylenie standardowe.

Hela

Czas inkubacji [h] siRNA sd Kontrola sd
0 53 0,47 53 1,13
12 70 5,13 62 4,41
24 83 3,99 84 6,05
36 93 4,45 92 2,14
48 97 3,60 98 0,78
60 99 1,29 100 0,26
72 100 0,47 100 0,22

Tempo proliferacji 47 47

Zmiana tempa proliferacji 0

Tabela Z12. Wyniki analizy zmiany tempa proliferacji komoérek pod wptywem wyciszenia genu
CDK]1 w linii komérkowej HeLa z wykorzystaniem testu kolorymetrycznego (CCKS8). siRNA -
linia komodrkowa transfekowana dupleksem siRNA-A; kontrola - linia komoérkowa
transfekowana dupleksem siRNA-N, sd - odchylenie standardowe.

Hela
Czas Absorbancja Zywotnosé komérek [%]
inkubacji ,
SiRNA sd Kontrola sd Srednia sd
24h 0,71 0,02 0,79 0,09 91 8,69
48h 0,89 0,08 1,18 0,11 75 2,86
72h 1,17 0,08 1,60 0,09 73 8,53

4. Suplement 2.

Poziom ekspresji MYC w liniach komérkowych LSCC: UT-SCC-34, UT-SCC-
106A oraz UT-SCC-107 przeanalizowano wylacznie na podstawie wynikow
uzyskanych z mikromacierzy ekspresyjnej (Tabela Z13). Wedtug bazy danych UCSC
Genome Browser (NCBI36/hg18) do tego genu przypisanych jest pigé tagow, z ktorych
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tylko dla jednego: 202431 s at odnotowano obecno$¢ transkryptu (parametr detekcji
sygnatu okreslony jako ,,Present”) zaréwno w analizowanych liniach komoérkowych
LSCC jak i probach kontrolnych. Ekspresja tego tagu podwyzszona byta w stosunku do
trzech prob kontrolnych w jednej linii komorkowej - UT-SCC-34. w pozostatych liniach
wzrost poziomu ekspresji obserwowano jedynie w odniesieniu do préby kontrolnej

uzyskanej z komorek nabtonka oskrzeli.
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Tabela Z13. Analiza ekspresji genu MYC w liniach komérkowych ptaskonabtonkowego raka krtani (wyniki uzyskane z mikromacierzy ekspresyjne;j).
Kontrolne préby nienowotworowe RNA: TL - z catkowitej krtani; EC - z komorek nabtonka oskrzeli; LX10 - z prawidtowego nabtonka krtani. P - Obecna
ekspresja transkryptu; A - Brak ekspresji transkryptu; I - Wzrost poziomu ekspresji transkryptu hybrydyzujacego z tagiem wzgledem proby kontrolnej; D -
Spadek poziomu ekspresji transkryptu hybrydyzujacego z tagiem wzgledem proby kontrolnej, N - Brak zmian ekspresji tagu wzgledem proby kontrolne;.

UT-SCC-34 UT-SCC-106A UT-SCC-107 TL EC LX10
Tag Pozwn‘t' Detekq:d. 1L EC LX10 Pozwn‘t' Detekc;:d. 1L EC 1X10 Pozmn‘t' Detekq:a' 1L EC 1X10 Pozmrr!' Detekq:a' pozmm“ Detekqi Pozwm" Detekc;fa'
ekspresji | ekspresji ekspresji | ekspresji ekspresji | ekspresji ekspresji | ekspresji | ekspresji ekspresji | ekspresji | ekspresji
238381 _x_at 1 A NC NC NC 4 A NC NC NC 14 A NC NC NC 16 A 9 A 5 A
238386_x_at 5 A NC NC NC 10 A NC NC NC 9 A NC NC NC 18 A 10 A 3 A
202431 s_at 872 P | | | 649 P NC | NC 480 P NC | NC 551 P 729 P 203 P
239931 _at 3 A NC NC NC 2 A NC NC NC 1 A NC NC NC 5 A 3 A 4 A
244089 _at 14 A NC NC NC 5 A NC NC NC 1 A NC NC NC 2 A 4 A 2 A
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